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Mešane okužbe rastlinskih virusov so v naravi pogoste in številne pomembne virusne 
bolezni so posledica interakcij med virusi. Zato so odnosi med njimi ključnega pomena za 
razumevanje virusnih bolezni in za razvoj učinkovitih strategij omejevanja okužb. Virusi 
imajo lahko v mešani okužbi sinergistične ali antagonistične učinke, ki se izražajo na primer 
v spremenjeni količini virusov ali različni jakosti izražanja bolezenskih znamenj (Syller, 
2012). 
 
Pri nas in drugje po svetu veliko škode v pridelavi krompirja povzroči virus Y krompirja 
(PVY). Bolezen obročkaste gnilobe gomoljev krompirja povzroča različek PVYNTN, ki je 
najbolj razširjen različek v Sloveniji (Dolničar, 2004). Zaradi njegovega vpliva na kvaliteto 
gomoljev se je nabor sort pri nas popolnoma spremenil. Stare slovenske sorte so zamenjale 
bolj odporne in tudi nekatere bolj dovzetne sorte, na katerih se izrazijo bolezenska znamenja 
le na listih in ne na gomoljih (Dolničar 2004 cit. po Kus, 1995). Ker ima PVY širok krog 
gostiteljev, poleg krompirja lahko na primer resno oškoduje pridelek paprike in paradižnika 
(Scholthof in sod., 2011), se poveča verjetnost mešanih okužb z drugimi virusi. 
 
V bližnji prihodnosti bo v mešanih okužbah morda imel pomembno vlogo virus mozaika 
pepina (PepMV), saj postaja vedno pomembnejši škodljivec agronomsko pomembnih 
rastlin. Je sorazmerno nov rastlinski virus (v Evropi so ga prvič zasledili leta 1999), ki se je 
razširil v relativno kratkem času. Je izredno infektiven in tako kot PVY okužuje rastline iz 
družine razhudnikovk (Solanaceae). Od leta 2005 naprej so se pojavili novi različki PepMV, 
ki se v Evropi hitro širijo med območji, kjer gojijo paradižnik (Van der Vlugt, 2009). 
Prisotnost PepMV v Sloveniji še ni potrjena. 
 
Oba omenjena virusa (PVY in PepMV) torej predstavljata ekonomsko pomemba škodljivca 
pri rastlinah, s podobnim naborom gostiteljev. Odnos med PVY in PepMV v morebitni 
mešani okužbi še ni raziskan. Poznamo več primerov sinergističnih reakcij med virusi, ki so 
uvrščeni v iste taksonomske skupine (rodova Potexvirus in Potyvirus). Da bi raziskali 
morebitne interakcije med PVY in PepMV, smo uporabili modelno rastlino Nicotiana 
benthamiana, ki je najbolj pogosto uporabljen gostitelj v raziskovanju rastlinskih virusov. 
Okuži jo lahko širok nabor virusov, zato predstavlja temelj v raziskovanju odnosov med 
gostiteljem in virusom ter drugimi povzročitelji rastlinskih bolezni (Goodin in sod., 2008). 
Poleg modelne rastline smo v raziskavo vključili tudi krompir, katerega svetovno pridelavo 
(med patogenimi virusi) najbolj prizadene PVY (Karasev in Gray, 2013) in paradižnik, 
katerega pridelavo v rastlinjakih po celem svetu najbolj prizadene PepMV (Hanssen in 
Thomma, 2010). 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 RASTLINSKI VIRUSI 
 
Vsi virusi so obligatorni paraziti, ki se ne morejo razmnoževati brez gostiteljevega celičnega 
aparata. Virusi se razmnožujejo le znotraj okuženih celic, saj večina virusov ne vsebuje 
sistema za sintezo proteinov (orjaški virusi iz rodu Klosneuvirus imajo zapis za proteine 
prevajalnega sistema (Schulz in sod., 2017)) ali za pridobivanje energije. Izven celic se virusi 
ne premikajo aktivno, zato je njihov prenos odvisen od različnih prenašalcev, najbolj 
pogosto so to nevretenčarji (povzeto po Gergerich in Dolja, 2006).  
 
Virusni delci ali virioni so sestavljeni iz nukleinske kisline (genom) in zaščitnega ovoja iz 
proteinov (kapsida). Nekateri imajo še dodatno ovojnico iz lipidov in proteinov. Kapside 
rastlinskih virusov so dveh osnovnih simetričnih oblik: v obliki vijačnice ali ikozaedra. Tiste 
v obliki vijačnice delimo na toge paličaste in fleksibilne nitaste. V obeh primerih je 
nukleinska kislina zelo urejena, saj zavzema enako vijačno obliko kot kapsida. Genom velike 
večine rastlinskih virusov je sestavljen iz RNA, večinoma iz enoverižne pozitivno 
orientirane verige RNA, najdemo pa tudi negativno orientirane ali dvoverižne RNA. Manjši 
delež virusov vsebuje DNA (povzeto po Gergerich in Dolja, 2006). 
 
Ker so virusi obligatorni, biotrofični paraziti, se njihov cikel začne z vstopom v celico. 
Aktiven vstop v celice ni možen zaradi rastlinske kutikule in celične stene. Virioni preidejo 
v citoplazmo pasivno preko ran, ki nastanejo mehansko ali jih povzročijo prenašalci. 
Naslednja faza je odstranitev plaščnega ovoja in ekspresija virusnega genoma s pomočjo 
celičnega aparata za prepisovanje (DNA virusi) in prevajanje genov (DNA in RNA virusi). 
Prevajanje virusne RNA v citoplazmi zagotovi proteine, potrebne za zaključek virusnega 
cikla (povzeto po Gergerich in Dolja, 2006). 
 
Virusi morajo imeti zapis za vsaj tri tipe proteinov: proteini za pomnoževanje, strukturni 
proteini in proteine za transport med rastlinskimi celicami. Proteini za pomnoževanje 
sodelujejo z rastlinskimi celičnimi proteini, da nastane kompleks, ki omogoča nastanek 
številnih kopij virusnega genoma. Te novo nastale kopije genoma se povežejo s strukturnimi 
proteini, da nastanejo novi virioni. Virusni genom ali celotni virion preide v sosednje celice 
skozi plazmodezme. Proteini, ki jih kodira virusni genom, spremenijo plazmodezemske 
kanale in pospešijo transport virusov med celicami (povzeto po Gergerich in Dolja, 2006). 
 
Medcelični premiki so relativno počasni, zato virus za sistemsko okužbo vstopi v žilni sistem 
rastline. Transport na dolge razdalje običajno poteka po floemu, kjer se virus premika 
pasivno skupaj s tokom fotosintatov. Iz floema nato preide v okoliško tkivo, kjer se namnoži 
in razširi z medceličnim premikanjem. Čas med začetno in sistemsko okužbo je odvisen od 
virusa, gostiteljske rastline ter okolja in variira od nekaj dni do nekaj tednov (povzeto po 
Gergerich in Dolja, 2006). 
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Virusni cikel se zaključi s prenosom virusa iz okužene rastline na naslednjega gostitelja. 
Nekateri virusi se med rastlinami prenašajo mehansko (npr. z dotikom ranjenih delov 
okužene in zdrave rastline). Večina pa se prenaša z organizmi, ki jih imenujemo prenašalci. 
To so lahko členonožci ter ogorčice, ki se prehranjujejo na rastlinah, in parazitske glive. 
Nekateri virusi se prenesejo z vegetativnim razmnoževanjem rastlin in s semeni ali cvetnim 
prahom okuženih rastlin (povzeto po Gergerich in Dolja, 2006) ali na druge manj pogoste 
načine, npr. z vodo (Mehle in sod., 2018).  
 
Kakšen nabor bolezenskih znamenj se bo razvil po okužbi rastline z virusom je odvisno od 
virusa, gostitelja in okoljskih pogojev. Možno je vse, od okužbe brez bolezenskih znamenj 
do resnih bolezenskih stanj in odmrtja rastline. V nekaterih primerih se na mestu okužbe 
pojavijo majhne nekrotične ali klorotične poškodbe. Virus se lahko razširi po celotni rastlini 
in povzroči sistemsko okužbo. Bolezenska znamenja se lahko razvijejo na listih, cvetovih, 
plodovih in podzemnih delih. Končni rezultat virusne okužbe je upočasnjena rast, zmanjšan 
pridelek in slabša kakovost ter posledično ekonomska škoda (povzeto po Gergerich in Dolja, 
2006). 
 
2.1.1 Virus Y krompirja 
 
Virus Y krompirja (PVY) spada v rod Potyvirus iz družine Potyviridae (Kerlan, 2006). 
Razširjen je po celem svetu in je uvrščen na peto mesto desetih najpomembnejših rastlinskih 
virusov (Scholthof in sod., 2011). Potyvirus je največji rod rastlinskih virusov, ki povzročajo 
velike izgube pridelkov, tako poljščin kot okrasnih rastlin (Riechmann in sod., 1992). To so 
enoverižni pozitivno usmerjeni RNA virusi, katerih RNA sestavlja približno 10.000 
nukleotidov. Na 5' koncu najdemo protein povezan z virusnim genomom (VPg) (Siaw in 
sod., 1985) in na 3' koncu poli(A) rep (Hari in sod., 1979). Obe strukturi na koncih služita 
za zaščito genoma in uravnavanje izražanja. Vsem virusom tega rodu so skupni valjasti 
celični vključki, ki se pojavijo v citoplazmi okuženih celic. Oblikujejo se iz proteina, ki ga 
kodira virusni genom. Genom vsebuje en dolg odprt bralni okvir, ki se prevede v velik 
poliprotein. Ta se cepi v manjše polipeptide v smeri od N do C konca: protein P1 (P1), 
proteinazo pomožne komponente (HC-Pro), protein P3 (P3), 6-kDa velik peptid 1 (6K1), 
protein citoplazemskih vključkov (CI), 6-kDa velik peptid 2 (6K2), protein a jedrnega 
vključka (NIa), protein b jedrnega vključka (NIb) in plaščni protein (CP). Ti proteini imajo 
različne vloge: cepljenje velikega poliproteina (P1, HC-Pro, NIa), pomnoževanje RNA (CI 
protein, 6K1, 6K2, NIa, NIb, P3), širjenje virusa med celicami in med rastlinami (P1, CI, HC, 
CP) (povzeto po Urcuqui-Inchima in sod., 2001). Poleg tega so Chung in sodelavci (2008) 
opisali tudi manjši odprti bralni okvir v cistronu P3, ki kodira protein PIPO (angl. Pretty 
interesting potyviral protein). Protein PIPO skupaj s proteinom CI usmerja nastanek s 
plazmodezmami povezanih struktur, ki omogočijo medcelično premikanje potivirusov v 
okuženi rastlini, kar je nujno za sistemsko okužbo (Wei in sod., 2010). 
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Virioni PVY so nitasti delci, ki nimajo lipidne ovojnice. Dolgi so 730-740 nm in široki 11-
12 nm. PVY ima širok krog gostiteljev, večina prihaja iz družine razhudnikovk 
(Solanaceae). Med gostiteljskimi rastlinami so tudi ekonomsko pomembne, kot so: krompir 
(Solanum tuberosum ssp. tuberosum), tobak (Nicotiana spp.), paradižnik (Solanum 
lycopersicum), paprika (Capsicum spp.), nekatere okrasne rastline (Dahlia in Petunia spp.) 
in nekatere druge vrste rastlin (Datura spp., Physalis spp., Solanum dulcamara in Solanum 
nigrum) (povzeto po Kerlan, 2006).  
 
Okužba se prenaša na različne načine. Odkrili so, da lahko 65 vrst listnih uši prenaša PVY 
in sklepajo, da so kar vse vrste listnih uši potencialni prenašalci (Pelletier in sod., 2012). 
Virus preko proteina HC-Pro in plaščnega proteina reagira s konico kljunca listne uši in se 
tako prenese naprej. Možen je tudi mehanski prenos okuženega rastlinskega soka ali pa, pri 
krompirju, prenos preko gomoljev vegetativno na naslednjo generacijo (Blanchard in sod., 
2008). 
 
PVY lahko povzroči več različnih bolezni krompirja, ki jih ločimo na bolezni listov in 
bolezni gomoljev. Bolezenska znamenja in jakost okužbe so odvisni od kultivarja krompirja, 
različka virusa, okoljskih pogojev in tipa okužbe (primarna: preko žuželčjih prenašalcev ali 
sekundarna: preko gomoljev). Na listih PVY sproži mozaik kloroz ali pegavost, ki sta 
pogosto povezana z zvijanjem in kodranjem. Povzroči lahko upočasnitev rasti celotne 
rastline in različna nekrotična znamenja – od lokalnih nekrotičnih poškodb do nekroze žil 
po celotni rastlini. Sledi rumenenje in odpadanje listov. Nekateri različki PVY so sposobni 
sprožiti pri dovzetnih kultivarjih bolezenska znamenja na gomoljih in povzročiti tako 
imenovano obročkasto nekrozo gomoljev krompirja (angl. Potato Tuber Necrotic Ringspot 
Disease, PTNRD). PTNRD je vidna kot značilni obročasti vzorec na površini gomoljev, ki 
najprej nabrekne in se kasneje razvije v upadel nekrotični obroč, kar seveda pomeni izgubo 
pridelka. Oba tipa bolezni (listov in gomoljev) vplivata na pridelavo krompirja, ali preko 
zmanjšane količine pridelka za 40 do 70 % ali preko manjše kvalitete gomoljev (Karasev in 
Gray, 2013). 
 
Več različkov PVY povzroča različno huda bolezenska znamenja tudi na pridelkih 
paradižnika (Solanum lycopersicum). Možni simptomi so: gubanje mladih listov, kloroze, 
mozaik kloroz, nekrotična lisavost, venska nekroza in odpadanje listov. Nekateri različki ne 
povzročijo škode na plodu, drugi pa povzročijo belkaste pike (Abad in Jordá, 2000). 
 
Tobak in paradižnik se najverjetneje lahko okužita z vsemi različki PVY, medtem ko je večja 
specifičnost pri različkih, ki okužujejo krompir in papriko (Morel in sod., 2000). Različke 
PVY delimo v sedem skupin: PVYN, PVYO, PVYC, PVYZ, PVYE, PVYN-Wi in PVYNTN. Med 
seboj jih razlikujemo po bolezenskih znamenjih na tobaku in po preobčutljivostnem 
odgovoru, sproženem v kultivarjih krompirja s specifičnim genom N (Glais in sod., 2017). 
Različki so med sabo zelo raznoliki na biološkem, serološkem in molekularnem nivoju, za 
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kar so odgovorne tako mutacije kot rekombinacije (Blanchard in sod., 2008). PVYO in PVYN 
sta osnovna različka, iz katerih so nastali novi izolati/različki. Najbolj razširjena 
rekombinantna različka sta PVYN-Wi in PVYNTN. Prvi je nastal z enim rekombinantnim 
dogodkom med PVYO in PVYN in drugi s tremi. PVYNTN povzroča PTNRD na občutljivih 
kultivarjih krompirja (Nie in sod., 2013). Razširil se je po celotni Evropi in tudi pri nas v 
zadnjih desetletjih povzroča najbolj resno bolezen krompirja. Zaradi svojega vpliva na 
kvaliteto gomoljev je spremenil nabor sort krompirja in uničil pridelavo semenskega 
krompirja. Zaradi bolezni, ki jo povzroča PVYNTN, je v Sloveniji popolnoma izginila sorta 
'Igor' (Dolničar, 2004 cit. po Kus, 1995). 
 
2.1.2 Virus mozaika pepina 
 
Virus mozaika pepina (PepMV) je nitasti virusni delec dolg približno 510 nm, ki spada v rod 
Potexvirus iz družine Alphaflexiviridae (Mumfrod in Jones, 2005). Genom je pozitivno 
orientirana enoverižna molekula RNA, dolga približno 6400 nukleotidov. Na 5' in 3' koncu 
kodirajočega zaporedja sta kratki neprevedljivi regiji (UTR). Na 5' koncu je dodana kapa in 
na 3' koncu poli(A) rep. Genom vsebuje 5 odprtih bralnih okvirjev (ORF): ORF1 kodira 
proteine za podvajanje virusa, ORF 2, 3, in 4 kodirajo proteine trigenskega bloka (TGB1, 
TGB2, TGB3), ki so ključni za širjenje virusa in ORF5 kodira plaščni protein (CP). Ta ima 
poleg strukturne vloge tudi vlogo pri medceličnem gibanju in premikanju na daljše razdalje 
(Aguilar in sod., 2002). 
 
PepMV je bil prvič odkrit v Peruju na pepinu (Solanum muricatum). Leta 1999 so na 
Nizozemskem in v Veliki Britaniji prvič zasledili okužbo na paradižniku v Evropi. Tudi 
izven Evrope poročajo o vplivih PepMV na pridelek paradižnika. Naravni krog gostiteljev 
zajema družino razhudnikovk (Solanaceae), med katerimi je glavni gostitelj paradižnik 
(Solanum lycopersicum). Alternativni sistemski gostitelj je jajčevec (S. melongena), ki lahko 
predstavlja rezervoar virusa na poljih. Pri krompirju (S. tuberosum) je okužba odvisna od 
izolata in kultivarja, a se lokalna in sistemska bolezenska znamenja redko razvijejo (povzeto 
po Blystad in sod., 2015). 
 
Že Jones in sodelavci (1980) so ob prvem opisu PepMV opazili, da se virus ne prenaša z 
žuželkami ampak le z mehanskim prenosom. Virus je zelo obstojen in se v rastlinjaku 
enostavno širi preko okuženega orodja, rok ali oblek ter preko neposrednega stika med 
rastlinami (Spence in sod., 2006). Dokazali so, da lahko okužbo širijo čmrlji, ki jih 
komercialno uporabljajo za opraševanje paradižnika v rastlinjakih (Shipp in sod., 2008) ali 
parazitska gliva Olpidium virulentus, ki okuži korenine (Alfaro-Fernández in sod., 2010). 
Córdoba-Sellés in sodelavci (2007) poročajo o prenosu okužbe preko semen na sadike z 1,84 
% uspešnostjo. Možen vektor je tudi voda, saj ostane PepMV virulenten v njej kar do tri 
tedne. To lahko povzroča težave v hidroponičnih ali namakalnih sistemih, kjer se virus preko 
6 
Kogej Z. Vpliv mešanih okužb virusa Y krompirja in virusa mozaika pepina … v različnih gostiteljskih rastlinah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
korenin iz okužene rastline prenese v vodo in okuži korenine zdrave rastline ter nato tudi 
njen zeleni del (Mehle in sod., 2014). 
 
Bolezenska znamenja na okuženih rastlinah so odvisna od različka PepMV, sorte in starosti 
rastline, okoljskih pogojev ter rastne sezone. Na paradižniku jih opazimo kot kloroze na 
listih, rumeno-zelen mozaik, mehurjavost starejših listov, zvijanje mlajših listov ali sivkast 
videz vrha rastline. Določeni izolati povzročijo tudi nekrozo listov in stebla. Znamenja na 
plodu se kažejo kot spremembe barve, rumeno-oranžne lise, neenakomerno zorenje, 
odpiranje in spremembe oblike plodu. To seveda vpliva na kvaliteto plodov in povzroča 
ekonomsko škodo. Nastanek bolezenskih znamenj je še pogostejši, kadar je rastlina v stresu. 
Nivo izraženih bolezenskih znamenj se lahko razlikuje tudi med izolati, ki pripadajo istemu 
različku PepMV (povzeto po Van der Vlugt, 2009).  
 
Poznamo več različkov PepMV, ki jih težko ločimo po bolezenskih znamenjih, saj ni očitnih 
razlik med izolati enega različka kot tudi ne med izolati različnih različkov. Glede na genotip 
ločimo 5 različkov PepMV, ki so jih poimenovali po lokacijah, kjer so jih odkrili: LP (najden 
v Peruju), EU (najden v Evropi), US1 (najden v ZDA), Ch2 (najden v Čilu) in PES (najden 
v južnem Peruju) (Moreno-Perez in sod., 2014). 
 
2.2 MEŠANE OKUŽBE 
 
V naravi se mešane okužbe več virusov hkrati pojavljajo pogosto, njihovi vplivi pa so zelo 
raznoliki, saj odnosi med virusi niso enoznačni. Zdi se, da so okužbe z večjim številom 
virusov v naravi bolj pravilo kot izjema, seveda pa hkratna okužba ne pomeni nujno 
interakcije med virusi (DaPalma in sod., 2010).  
 
V primeru mešanih okužb sta dve možnosti poteka okužbe: rastlino lahko virusa okužita 
hkrati, kar imenujemo sočasna okužba (koinfekcija) ali pa je rastlina okužena najprej z enim 
in po določenem času še z drugim virusom, kar imenujemo zaporedna okužba 
(superinfekcija). Tako lahko okužba z dvema virusoma poteče na tri različne načine (oba 
hkrati, najprej en nato drug in obratno) (Saldaña in sod., 2003). 
 
Ko virusa hkrati okužita rastlino, lahko med njima poteče interakcija ali pa ne. Interakcije 
ločimo na tri tipe odnosov. Če sta virusa pomnožena, nakopičena in prenesena brez 
medsebojnega vpliva, imenujemo odnos nevtralizem. Ko virusa vplivata drug na drugega, je 
odnos sinergističen ali antagonističen. Sinergizem opazimo kot povečano pomnoževanje 
enega ali obeh virusov in/ali kot izražanje močnejših bolezenskih znamenj kot pri 
posameznih okužbah. Ti dve lastnosti nista nujno povezani in variirata v odvisnosti od 
gostitelja, različka in drugih dejavnikov. Antagonizem pa se zgodi, ko primarna okužba 
7 
Kogej Z. Vpliv mešanih okužb virusa Y krompirja in virusa mozaika pepina … v različnih gostiteljskih rastlinah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
prevlada nad drugim različkom oziroma podobnim virusom ali ko so bolezenska znamenja 
drugega virusa v zaporedni okužbi zavrta (Mascia in Gallitelli, 2016).  
 
Sinergizem in antagonizem lahko poleg sprememb v bolezenskih znamenjih in stopnji 
pomnoževanja virusov ločimo tudi po premikanju virusov po rastlini in vplivu na založne 
organe. Barker (1987) je raziskoval, kako se v mešani okužbi s PVY spremeni razporeditev 
virusa zvijanja listov krompirja (PLRV), ki spada v rod Polerovirus iz družine Luteoviridae. 
PLRV običajno zaznamo le v floemu, saj virus sam ni sposoben prehoda skozi celice sitastih 
cevi. V mešani okužbi s PVY v Nicotiana clevelandii pa je delež s PLRV okuženega listnega 
parenhima narastel iz 0,2 na 1,4 %. PVY je aktiviral transport PLRV in mu omogočil prehod 
floema. Koncentracija PLRV je narasla za osemkrat, medtem ko je koncentracija PVY ostala 
nespremenjena. Zanimivo je, da je odnos pri krompirju drugačen, saj mešana okužba ni 
spremenila koncentracije PLRV in v parenhimu virus sploh ni bil zaznan. Torej je potek 
interakcije pri mešanih okužbah odvisen tudi od gostitelja. 
 
Da virusni titer variira v odvisnosti od gostitelja, so opazili tudi González-Jara in sodelavci 
(2004). Naredili so primerjalno analizo mešane okužbe virusa X krompirja (PVX, rod 
Potexvirus, družina Alphaflexiviridae) in dveh potivirusov: PVY in virusa razjed tobaka 
(TEV) pri Nicotiana benthamiana in Nicotiana tabacum. Odnos med izbranimi virusi je bil 
sinergističen, saj so rastline z mešano okužbo izrazile močnejša bolezenska znamenja kot 
rastline okužene le z enim virusom. Izražanje bolezenskih znamenj (sistemska nekroza in 
kasneje smrt rastline) je bilo hujše oziroma hitrejše pri N. benthamiana kot pri N. tabacum. 
Zanimivo je, da močnejša bolezenska znamenja niso nujno povezana z nakopičenjem PVX. 
Opazili so, da je kopičenje PVX naraslo po mešani okužbi pri N. tabacum v primerjavi z 
rastlinami, ki so bile okužene le z enim virusom. Nasprotno se kopičenje PVX po mešani 
okužbi ni spremenilo v primerjavi z rastlinami N. benthamiana okuženimi le s PVX. 
 
Ali je odnos med virusoma v mešani okužbi sinergističen ali antagonističen je odvisno tudi 
od časovnega poteka okužbe, kot lahko vidimo na primeru mešane okužbe virusa obročkaste 
pegavosti papaje (PRSV) iz rodu Potyvirus in virusa mozaika papaje (PapMV) iz rodu 
Potexvirus. Po okužbi papaje (Carica papaya) samo s PRSV ali samo s PapMV se pojavi 
šibkejši mozaik kloroz ali zvijanje listov. Sinergizem opazimo pri zaporedni okužbi, ko je 
papaja okužena najprej s PRSV in po tridesetih dneh še s PapMV ali v primeru sočasne 
okužbe. Razvijejo se nekroze in rastlina odmre približno sedemdeseti dan po inokulaciji. 
Antagonizem se pojavi v zamenjani zaporedni okužbi, ko je papaja okužena najprej s 
PapMV in po tridesetih dneh s PRSV. Na rastlinah so opazna šibkejša bolezenska znamenja. 
Koncentracija PapMV se ne spremeni, zato pa se zmanjša koncentracija PRSV (Chávez-
Calvillo in sod., 2016). 
 
Posebno obliko zaporedne okužbe, ki se pojavi največkrat med sorodnimi virusi, imenujemo 
navzkrižna zaščita. Virus, ki prvi okuži rastlino, prepreči okužbo z drugim virusom. Tako 
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lahko okužba z virusom, ki povzroča šibkejša bolezenska znamenja, zaščiti rastlino pred 
izolatom, ki povzroči hujše bolezensko stanje. To dejstvo uporabljajo ponekod v kmetijske 
namene v sadovnjakih na primer citrusov in papaje. Mlada drevesa so v rastlinjaku okužena 
s šibkejšim različkom virusa, ki ga kasneje v sadovnjakih prenesejo žuželčji prenašalci 
(povzeto po Ziebell in Carr, 2010). Opazili so tudi, da je možna navzkrižna zaščita ob sočasni 
okužbi problematičnega virusa z virusom, ki se ne nakopiči in ne inducira bolezenskih 
znamenj. Pojav so poimenovali sočasna zaščita (angl. concurrent protection) (Bruening in 
sod., 2000). 
 
Salaman (1933) je bil eden prvih raziskovalcev, ki je opisal, da avirulenten različek PVX 
nudi zaščito rastlini, ki je kasneje okužena z virulentnim različkom PVX. Danes je opisanih 
kar nekaj parov različkov iz različnih družin, kjer se pojavi navzkrižna zaščita, med drugimi 
tudi pri PepMV. Raziskave so potrdile, da lahko paradižnik navzkrižno zaščitimo pred 
PepMV Ch2 z njegovim šibkejšim izolatom. V rastlinah, ki so predhodno inokulirane s 
šibkejšim izolatom, se izolat, ki naredi več škode, komaj zazna in tudi bolezenska znamenja 
se opazno zmanjšajo (Hanssen in sod., 2010; Hasiów-Jaroszewska in sod., 2014). Podobno 
lahko rastlino navzkrižno zaščiti oslabljen PepMV, ki ima na primer mutacijo v zapisu za 
plaščni protein. Okužba samo z oslabljenim virusom nima vpliva na pridelavo in kvaliteto 
plodov paradižnika (Chewachong in sod., 2015; Schenk in sod., 2010). Danes lahko najdemo 
že komercialno dostopne produkte (na primer PMV®-01), ki naj bi pridelek paradižnika 
zavarovali pred agresivnejšimi izolati PepMV. 
 
2.2.1 Mešane okužbe med poteksvirusi in potivirusi 
 
Mnogi raziskovalci so poročali, da so številne mešane okužbe s potivirusi sinergističnega 
značaja. V večini teh interakcij nivo nakopičenja potivirusa ostane nespremenjen, medtem 
ko nivo virusa iz druge tasonomske skupine močno naraste (povzeto po González-Jara in 
sod., 2004). Najbolj raziskana sinergistična interakcija je med PVX in PVY. Mešana okužba 
tobaka s tema virusoma povzroči močno nekrozo žil prvih sistemsko okuženih listov. 
Količina PVX v mešani okužbi naraste za desetkrat v primerjavi z rastlinami, okuženimi le 
s PVX, nivo PVY pa ostane nespremenjen. Količina PVX se ne poveča zaradi večjega števila 
okuženih celic, ampak zaradi večjega števila virusnih delcev v celicah, kar so dokazali z 
elektronsko mikroskopijo in specifičnimi fluorescentnimi protitelesi (Goodman in Ross, 
1974). 
 
Količina virusne genomske RNA in plaščnega proteina PVX narasteta sorazmerno s 
povečano količino delcev PVX. V sinergizmu torej PVY vpliva na korak nujen za sintezo 
plaščnega proteina in genomske RNA. Zanimivo je, da nivo verige PVX(-), ki predstavlja 
model za PVX(+) genomsko RNA in tudi za mRNA plaščnega proteina, v sinergizmu 
trikratno naraste v primerjavi z virioni in njegovimi sestavnimi deli. Sprememba v regulaciji 
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nakopičenja negativno orientirane verige RNA najverjetneje med sinergizmom regulira 
sintezo obeh komponent PVX (Bowman Vance, 1991). 
 
2.2.2 Vpliv virusne okužbe na utišanje RNA 
 
Rastline imajo mehanizme, ki delujejo kot obramba pred virusnimi okužbami. Eden od 
aktivnih mehanizmov obrambe je utišanje RNA, ki spada med osnovne genetske regulatorne 
mehanizme pri evkariontih. Utišanje RNA lahko deluje na nivoju prepisovanja ali po njem 
in ima poleg obrambnega odziva tudi druge vloge, kot so uravnavanje razvoja in stresni 
odzivi. Mehanizem utišanja RNA deluje preko prepoznave dvoverižne virusne RNA, ki je 
substrat za razgradnjo v male RNA (21-24 nukleotidov). Virusi so sposobni obiti obrambo 
rastlin s pomočjo virusnih zaviralcev utišanja RNA (angl. viral suppressors of RNA 
silencing, VSRs), ki se vmešajo in prekinejo pot utišanja RNA. Do sedaj odkriti VSRs so 
proteini, ki igrajo več ključnih vlog v virusnem ciklu. Njihov pomen v razvoju bolezenskih 
znamenj so dokazali s pomočjo transgenih rastlin, ki izražajo VSRs. Rastline so imele brez 
kakršne koli vpletenosti virusa bolezenska znamenja podobna tistim, ki jih povzročajo 
virusna obolenja (povzeto po Csorba in sod., 2015).  
 
Eden od VSRs je potivirusni HC-Pro in že samo njegova ekspresija je dovolj za prekinitev 
utišanja RNA (Anandalakshmi in sod., 1998). Visoko ohranjen del potivirusnega genoma, 
ki kodira HC-Pro, imenovan škatla FRNK, je predel odgovoren za vezavo z malimi 
interferenčnimi RNA (siRNA) in mikro RNA (miRNA). Interakcija škatle FRNK in 
populacije molekul miRNA neposredno vpliva na nivo miRNA in na regulatorne funkcije, 
kar se izrazi v nastanku bolezenskih znamenj (Shiboleth et al., 2007). Transgeni tobaki, ki 
izražajo HC-Pro iz potivirusnega genoma, imajo fenotipske spremembe v rasti ter 
morfologiji listov in cvetov podobne tobakom, okuženim z virusi RNA. V teh rastlinah se 
pojavijo spremembe v uravnavanju obrambnih genov, hormonsko odzivnih genov, s stresom 
povezanih genov, genov, povezanih s spremembami celične stene, genov, povezanih s 
proteinskim procesiranjem, genov fotosinteze in genov, povezanih s spremembami 
reagulacije genskega prepisovanja. Spremenjeno je tudi izražanje genov cirkadianega cikla, 
kar zakasni cvetenje v transgenih rastlinah, ki izražajo HC-Pro (Soitamo in sod., 2011). 
 
Ballut in sodelavci (2005) so odkrili še dodatno lastnost HC-Pro, ki igra vlogo v porušenju 
obrambnega mehanizma rastlin. HC-Pro se specifično veže na 20S proteasomsko 
ribonukleazo in inhibira njeno endonukleazno aktivnost. Rastlinski proteasomi delujejo v 
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2.2.2.1 Vloga zaviralcev utišanja RNA v mešanih okužbah potivirusov in poteksvirusov 
 
Kako potivirus vpliva na nakopičenje PVX in močnejša bolezenska znamenja, so Bowman 
Vance in sodelavci (1995) raziskovali v sinergistični interakciji med PVX in virusom 
lisavosti žil tobaka (TVMV) ali TEV, ki ju tako kot PVY umeščamo v rod Potyvirus. 
Transgeni tobaki, ki izražajo 5' proksimalno regijo genoma TVMV, so imeli ob okužbi s 
PVX bolezenska znamenja podobna tistim v sinergistični interakciji. Poleg tega so opazili 
tudi spremembe v pomnoževanju PVX. Sklepali so, da za razvoj sinergizma ni potrebno 
pomnoževanje potivirusnega genoma, saj je odziv posredovan z izražanjem potivirusnih 
zaporedij na 5' proksimalnem koncu. Ta del vsebuje zapis za P1, HC-Pro in del P3. Kako 
pomemben je HC-Pro je razvidno iz mutacijskih raziskav, kjer mutacije v centralnem delu, 
ki kodira potivirusni HC-Pro, onemogočijo sinergistično ojačenje bolezenskih znamenj in 
nakopičenje PVX (Shi in sod., 1997). V protoplastih izražanje potivirusne P1/HC-Pro regije 
podaljša kopičenje PVX(-) in transaktivira izražanje poročevalnega gena iz PVX 
subgenomskega promotorja. Nakopičenje PVX(-) je opazno večje, ko je izražena celotna 
P1/HC-Pro sekvenca. Regija torej sodeluje v transaktivaciji pomnoževanja virusne RNA. P1 
in HC-Pro potivirusov ojačata patogenost in transaktivirata pomnoževanje heterolognih 
virusov z izvajanjem funkcij, ki jih drugače opravljata v potivirusnem procesu okužbe (Pruss 
in sod., 1997).  
 
Poleg 5' proksimalnega konca PVY igrajo pomembno vlogo v sinergistični interakciji tudi 
drugi genski elementi. To je razvidno iz dejstva, da imajo trije različki PVY 
(PVYN/PVYN:O/PVYNTN) drugačno stopnjo sinergizma s PVX, kljub temu da 5' proksimalni 
konec genoma v rekombinantnih različkih PVYN:O in PVYNTN izhaja iz PVYN (Liang in sod., 
2016). Jakost bolezenskih znamenj je odvisna od različka PVY v mešani okužbi. Mešana 
okužba PVYNTN in PVX pri tobaku, Physalis floridana in kultivarju krompirja 'Kennebec' 
povzroči močnejša sinergistična bolezenska znamenja kot kombinacija PVYO in PVX (Nie 
in Singh, 2013). 
 
Tudi v sinergistični interakciji med PVX in PVY ali virusom šarke (PPV, rod Potyvirus) so 
Pacheco in sodelavci (2012) opazili spremembe v naboru endogenih miRNA in prepisov 
njihovih tarčnih genov, kar nakazuje na vpletenost VSRs. Spremembe so bile večje v 
mešanih kot v enojno okuženih rastlinah N. benthamiana.  
 
Vpliv na proteasomsko pot ima tudi protein P25, ki ga kodira PVX. Njegova tarča je 
efektorska nukleaza AGO, ki deluje v poti utišanja RNA in s tem vpliva na enega ključnih 
kompleksov v obrambi rastlin (Chiu in sod., 2010). HC-Pro in P25 vplivata na protivirusno 
pot utišanja RNA na dveh različnih korakih, kar verjetno vpliva na sinergističen učinek 
mešane okužbe PVX in PVY (Pacheco in sod., 2012). 
11 
Kogej Z. Vpliv mešanih okužb virusa Y krompirja in virusa mozaika pepina … v različnih gostiteljskih rastlinah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
2.2.3 Vpliv mešanih okužb na izražanje genov 
 
Proteini toplotnega šoka (angl. heat shock proteins, HSP) so pomemben del celičnega 
sistema za zvijanje proteinov. Pripomorejo tudi k pomnoževanju virusov, premikanju in 
pakiranju (Gorovits in sod., 2013; Jiang in sod., 2014). Aktivacija HSP je virusno specifična 
in PVX je eden od možnih aktivatorjev. Prisotnost PVY, še posebej PVYNTN, poveča od 
PVX odvisno aktivacijo gena HSP90, ki prispeva k pomnoževanju in nakopičenju PVX 
(Liang in sod., 2016). Sam porast PVX ni razlog za močnejša bolezenska znamenja. Zanje 
je najverjetneje odgovorna sprememba v izražanju genov, gostiteljske rastline, še posebej 
izražanje genov vpletenih v ključne signalne poti (García-Marcos in sod., 2009). Poleg 
spremembe v izražanju genov HSP v mešani okužbi, je spremenjeno tudi izražanje drugih 
genov, vpletenih v različne poti, med drugim utišanje RNA, sistemsko pridobljeno odpornost 
in nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) (Liang in sod., 2016). 
 
Pri vrsti tobaka Nicotiana benthamiana so García-Marcos in sodelavci (2009) dokazali, da 
je oksidativni stres v sinergizmu med PVX in PVY povezan z jakostjo bolezenskih znamenj. 
To so opazili preko nastanka O2
- v kloroplastih, povečane lipidne peroksidacije in aktivacije 
od O2
- odvisnih genov. Tudi pri paradižniku so ugotovili, da se spremeni izražanje genov, 
povezanih z nastankom ROS v rastlinah, okuženih s PVX in/ali PVY (Liang in sod., 2016). 
ROS so povezani z razvojem bolezenskih znamenj kot so neobičajna rast, kloroze listov, 
mozaičnost, deformacije in celična smrt (García-Marcos in sod., 2009; Riedle-Bauer in 
Bauer, 2000).  
 
K produkciji ROS v kloroplastih prispeva tudi zavrto izražanje podenote S fotosistema II 
(PsbS) med razvojem bolezenskih znamenj v samostojni okužbi s PVX in mešani okužbi 
PVX in PVY. Poleg tega je v mešani okužbi povečano izražanje gena sintaze NO (NOS) in 
posledično nastanek NO, ki uravnava nastanek ROS. Mešane okužbe zmanjšajo gostiteljevo 
sposobnost odziva na ROS in zato prispevajo k njihovemu kopičenju in oksidativnemu stresu 
v rastlini (Liang in sod., 2016). 
 
Poleg ROS se v mešani okužbi spremeni tudi nivo salicilne kisline (SA) preko fenilalaninske 
poti in posledično se poveča izražanje genov, ki jih SA aktivira. Največji odziv teh genov se 
pojavi v interakciji PVX in PVYNTN. Predpostavljajo, da aktivirana signalna pot SA vpliva 
na ROS/NO povezane odzive ter druge sekundarne poti in tako skupaj prispevajo k 
sinergizmu PVX in PVY (Liang in sod., 2016).  
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2.3 POMEN IN CILJI NALOGE 
 
Virusa PVY in PepMV povzročata težave pri gojenju paradižnika in krompirja po vsem 
svetu, zato nas je zanimalo ali lahko pride do mešane okužbe teh dveh virusov in kakšen je 
izid le-te pri različnih vrstah rastlin. Vplivov mešanih okužb na kmetijsko pomembne 
rastline ne smemo spregledati in treba je raziskati njihove posledice, da jih bomo znali 
zaznati in reagirati v primeru, če pridelek okužita oba virusa. Za ukrepanje potrebujemo 
znanje o virusih in natančno diagnostiko, za katero skoraj vedno potrebujemo laboratorijske 
teste. 
 
V kontroliranih pogojih karantenskega rastlinjaka bomo z virusoma PVY in PepMV na 
različne načine mehansko inokulirali tri testne vrste rastlin: krompir (S. tuberosum), 
paradižnik (S. lycopersicum) in vrsto tobaka (N. benthamiana). Z različnimi načini 
inokulacije želimo preveriti ali način vzpostavitve mešane okužbe (sočasna / zaporedna 
okužba) vpliva na izid možne interakcije med virusoma.  
 
Ker je eden od ciljev naloge opredeliti odnos med PVY in PepMV, bomo spremljali 
bolezenska znamenja in pomnoževanje virusov. Bolezenska znamenja bomo popisali in 
fotografirali tekom eksperimentov. Nakopičenje virusov bomo določali z merjenjem 
koncentracije njihove RNA, ki jo bomo po izolaciji RNA iz vzorcev rastlin merili z metodo 
verižne reakcije s polimerazo z obratnim prepisovanjem v realnem času (RT-qPCR).  
 
Pri določanju količine virusov z RT-qPCR bomo za analizo uporabili normalizacijo količine 
virusne RNA s pomočjo meritve količine referenčnega gena za citokrom oksidazo (COX). 
Tak pristop je potrebno preveriti pri vsaki novi vrsti, ki jo okužimo z virusom, zato bomo 
kot alternativo preizkusili tudi normalizacijo s količino celokupne izolirane RNA, ki jo bomo 
izmerili s fluorimetrijo. Tak pristop normalizacije je bolj univerzalen in v teoriji neodvisen 
od preučevane vrste. Oba pristopa normalizacije bomo primerjali, da bi ugotovili ali odražata 
podobne rezultate. 
2.3.1 Delovne hipoteze 
 
1. Količina posameznih virusov (PVY in PepMV) bo v mešani okužbi drugačna kot v 
samostojnih okužbah. 
2. Mešana okužba s PVY in PepMV bo pri rastlinah povzročila izrazitejša bolezenska 
znamenja kot okužba s posameznim virusom.  
3. Učinek mešane okužbe se bo razlikoval glede na gostitelja (krompir / paradižnik / 
tobak) in način vzpostavitve mešane okužbe (sočasna / zaporedna okužba). 
4. Metodi normalizacije količine virusne RNA s pomočjo refrenčnega gena COX in 
količine celokupne RNA, izmerjene s fluorimetrijo, bosta primerljivi. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 NAMNOŽITEV PVY IN PepMV 
 
Pred poskusom je bilo potrebno namnožiti oba virusa na propagacijskih rastlinah. Virus 
PVYNTN (iz zbirke Nacionalnega inštituta za biologijo z oznako NIBv151, izvor Slovenija) 
smo namnožili v tkivni kulturi krompirja (S. tuberosum cv. 'Pentland squire'). Virus PepMV 
Ch2 (iz zbirke Nacionalnega inštituta za biologijo z oznako NIBv147, izvor Nizozemska) 
smo namnožili v rastlinah paradižnika (S. lycopersicum cv. 'Moneymaker'). V obeh primerih 
so bili listi okuženih propagacijskih rastlin spravljeni v vrečke za ekstrakcijo z mrežico 
(Bioreba, Švica) pri -20 °C. 
 
3.2 PRIPRAVA PUFRA ZA INOKULACIJO 
 
Vse inokulume v poskusu smo pripravili s pufrom za inokulacijo (20 mM fosfatni pufer z 2 
% polivinilpirolidonom (PVP)) z naslednjo sestavo (NIB dokument: Uporaba testnih rastlin 
za določanje rastlinskih virusov): 
 
Raztopina A (0,2 M) 
NaH2PO4 x H2O 2,76 g 
ddH2O   100 ml 
 
Raztopina B (0,2 M) 
Na2HPO4  2,84 g 
ddH2O   100 ml 
 
Za 100 ml 20 mM fosfatnega pufra (pH 7,4) z 2 % PVP: 
Raztopine A   1,9 ml 
Raztopine B   8,1 ml 
ddH2O   do 100 ml 
PVP  2 g 
 
3.3 INOKULACIJA RAZLIČNIH SORT KROMPIRJA S PVY IN PepMV 
 
Začetni poskus za ugotavljanje možnih gostiteljev smo izvedli z različnimi sortami 
krompirja (S. tuberosum), da bi ugotovili če PepMV lahko okuži krompir in če ga je možno 
okužiti s PVY in PepMV hkrati. Izbrali smo sorte 'Pentland', 'Désirée', 'Bea', 'Bintje', 
'Carlinford' in 'Igor', ker so različno občutljive za okužbe z virusi. Uporabili smo rastline, 
gojene v tkivnih kulturah iz zbirke NIB. Namnožili smo jih s segmentacijo nodijev in jih 
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gojili v agarju s hranili. Po dveh tednih smo rastline prenesli v posamezne lončke z zemljo 
in jih pustili rasti v rastni komori pri razmerah: 21±2 °C v času osvetljevanja in 18±1 °C v 
času teme, relativni zračni vlagi 75±2 %, osvetljevanju 70-90 μmol/m2/s2 (L36W/77 lamp, 
Osram, Germany) in 16 urni svetlobni fotoperiodi. Po štirih tednih smo rastline preselili v 
karantenski rastlinjak, kjer smo jih inokulirali. Razmere v karantenskem rastlinjaku so bile 
čez celoten poskus enake: 22±2 °C v času osvetljevanja in 19±2 °C v času teme pri 16 urni 
svetlobni fotoperiodi. Vse rastline v času poskusa smo zalivali z vodovodno vodo. 
 
Inokulume za inokulacijo krompirja smo pripravili z maceriranjem okuženega rastlinskega 
materiala skupaj s pufrom v vrečkah za ekstrakcijo z mrežico (Bioreba, Švica). Pripravili 
smo jih na sledeč način: 
- inokulum PVY: okužen rastlinski material (S. tuberosum cv. 'Pentland squire') in 
pufer za inokulacijo v razmerju 1:3 (g:ml); 
- inokulum PepMV: okužen rastlinski material (S. lycopersicum cv. 'Moneymaker') in 
pufer za inokulacijo v razmerju 3,5:1 (g:ml); 
- kontrola: pufer za inokulacijo. 
 
Mehansko inokulacijo krompirja smo izvedli v avgustu 2015. Na zdravih rastlinah smo 
najprej izbrali prve tri popolno razvite liste in jih na peclju označili z alkoholnim flomastrom. 
Označene liste smo naprašili s karborundom (0,037 mm, VWR) in nanje nakapljali 2-3 
kapljice inokuluma (300-500 μl). Karborund rani rastlino in omogoči prehod virusa preko 
drobnih ran v celice. Inokulum smo s prstom nežno razmazali po listu in ga po 10 minutah 
sprali z vodovodno vodo v puhalki. Mešano inokulacijo smo vzpostavili tako, da smo na 
levo polovico označenih listov razmazali eno kapljico inokuluma PepMV in na desno eno 
kapljico inokuluma PVY. Pri vsaki sorti smo inokulirali 4 rastline samo s PepMV, 1 rastlino 
samo s PVY, 2 z obema in 1 s kontrolnim inokulumom. Takšno število rastlin smo izbrali, 
ker nas je predvsem zanimalo ali je mogoče določene sorte okužiti z našim izolatom PepMV.  
 
Po treh tednih po mehanski okužbi smo pobrali vzorce okuženih rastlin. Vzorčili smo po 1 
disk rastlinskega tkiva (skupaj 45-50 ali 15-20 mg) iz prvih treh listov nad okuženimi. Z ene 
rastline vsake sorte okužene s PVY smo vzorčili po tri diske s skupno maso 45-50 mg. Od 
ostalih rastlin (okužene s PepMV in z mešano okužbo) smo vzorčili diske s skupno maso 
15-20 mg. Ker ni bilo vidnih bolezenskih znakov in ker nas je zanimalo, v kateri sorti 
krompirja sta se virusa najbolj namnožila, smo za nadaljnjo analizo združili vzorce 
posamezne sorte. V eno epico smo torej združili 4 vzorce posamezne sorte, okužene s 
PepMV (skupaj 60-80 mg) in v drugo epico 2 vzorca mešane okužbe pri posamezni sorti 
(skupaj 30-50 mg) (Slika 1). Izjema je bila edino le sorta 'Igor', ker smo na rastlinah opazili 
bolezenska znamenja in smo od vsake rastline z različnimi načini inokulacije vzorčili diske 
mase 45-50 mg. Vzorce smo do nadaljnjih molekulskih analiz spravili pri -80 °C. 
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Slika 1: Shema vzorčenja pri eni od sort, kjer ni bilo vidnih bolezenskih znamenj ('Pentland', 'Désirée', 'Bea', 
'Bintje', 'Carlinford'); vzorce določenih načinov inokulacije smo zbirali v skupno epico; po trije večji diski so 
imeli skupno maso 45-50 mg, po trije manjši diski pa 15-20 mg. 
 
3.4 INOKULACIJA PARADIŽNIKA IN TOBAKA S PVY IN PepMV 
 
Da bi raziskali, kako mešane okužbe vplivajo na različne vrste rastlin smo s PVY in PepMV 
okužili tudi paradižnik (Solanum lycopersicum cv. 'Moneymaker') in vrsto tobaka Nicotiana 
benthamiana. Semena tobaka smo za en dan namočili v raztopini giberelinske kisline. Nato 
smo semena obeh vrst posejali v lonček s substratom in pustili rasti v rastni komori (razmere 
kot pri krompirju). Po dveh tednih od setve smo jih presadili v posamezne lončke. V četrtem 
tednu po setvi, ko so bile rastline primerno velike, smo jih preselili v karantenski rastlinjak 
(razmere kot pri krompirju), kjer smo jih inokulirali. 
 
3.4.1 Priprava inokulumov (za inokulacijo paradižnika in tobaka) 
 
Inokulume za paradižnik in tobak smo pripravljali skupaj z zdravim rastlinskim materialom 
propagacijske rastline. V vrečkah za ekstrakcijo z mrežico (Bioreba, Švica) smo pripravili 
ločena ekstrakta okuženih propagacijskih rastlin. Rastlinski material smo macerirali v pufru 
za inokulacijo v razmerju 1:3 (g:ml). Na dan inokulacije smo pripravili 4 inokulume, v 
katerih smo v enakem razmerju zmešali redčene ekstrakte listov: 
 
- mešan inokulum (mix): ekstrakt krompirja, okuženega s PVY in paradižnika, 
okuženega s PepMV; 
- inokulum PVY: ekstrakt krompirja, okuženega s PVY in zdravega paradižnika (S. 
lycopersicum cv. 'Moneymaker');  
16 
Kogej Z. Vpliv mešanih okužb virusa Y krompirja in virusa mozaika pepina … v različnih gostiteljskih rastlinah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
- inokulum PepMV: ekstrakt paradižnika, okuženega s PepMV in zdravega krompirja 
(S. tuberosum cv. 'Pentland squire'); 
- kontrolni inokulum (mock): ekstrakt zdravega paradižnika in zdravega krompirja. 
 
3.4.2 Mehanska inokulacija paradižnika in tobaka 
 
Mehansko inokulacijo paradižnika in tobaka smo izvedli v juliju in avgustu 2016. Na zdravih 
rastlinah smo najprej z alkoholnim flomastrom označili peclje listov, ki smo jih okužili. Pri 
tobaku smo označili prve tri popolno razvite liste ter pri paradižniku prva dva. Izbrane liste 
smo naprašili s karborundom (80,037 mm, VWR), nakapali z 2-3 kapljicami ustreznega 
inokuluma (Poglavje 3.4.1) in po 10 minutah sprali z vodovodno vodo v puhalki. 
 
Pri paradižniku in tobaku smo vzpostavili osem različnih načinov inokulacije (Preglednica 
1) ter v vsakem inokulirali po deset rastlin vsake vrste. V primeru zaporednih okužb smo 
inokulirali iste liste kot prvič. Ker inokulacija predstavlja stres za rastlino, smo rastline pri 
načinih inokulacije brez zaporedne sekundarne okužbe po enem tednu inokulirali s 
kontrolnim inokulumom in tako izenačili pogoje ranitve. 
 
Preglednica 1: Načini inokulacije, ki smo jih vzpostavili pri paradižniku in tobaku. 
Način inokulacije Dan 1 Dan 7 
mix+mock mešan inokulum kontrolni inokulum 
PVY+mock inokulum PVY kontrolni inokulum 
mock+PVY kontrolni inokulum inokulum PVY 
PVY+PepMV inokulum PVY inokulum PepMV 
PepMV+mock inokulum PepMV kontrolni inokulum 
mock+PepMV kontrolni inokulum inokulum PepMV 
PepMV+PVY inokulum PepMV inokulum PVY 
mock+mock kontrolni inokulum kontrolni inokulum 
 
Po štirih tednih smo pregledali rastline, popisali bolezenska znamenja in jih fotografirali. 
Bolezenska zamenja smo primerjali s kontrolnimi rastlinami, da smo ugotovili, kaj so 
znamenja poškodb in kaj so znamenja okužbe. Od vsake rastline smo vzorčili 3 diske (skupaj 
45-50 mg) prvih treh listov nad označenimi okuženimi listi. Vzorce smo spravili pri-80 °C 
do molekulskih analiz. 
 
V naslednji ponovitvi poskusa smo 36 rastlin tobaka inokulirali le z inokulumi PVY, PepMV 
in mix ter 12 rastlin z inokulumom mock. Po štirih tednih smo izmerili višino rastlin. 
Povprečno višino rastlin in standardni odklon pri posameznem načinu inokulacije smo 
izračunali le za rastline ki so kazale bolezenska znamenja. 
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3.5 MOLEKULSKE ANALIZE 
 
3.5.1 Izolacija RNA 
 
V prvem koraku smo izvedli homogenizacijo vzorcev s pomočjo naprave FastPrep (MP 
Biomedicals). V 2 ml plastičnih epruvetah smo dodali kremenčev pesek, keramično kroglico 
in raztopino za lizo celic ter vezavo RNA (iz kompleta KingFisher MagMAX™-96 Total 
RNA Kit). Vzorce smo pripravili v tekočem dušiku in prenos diskov v plastične epruvete za 
homogenizacijo je potekal hitro, saj bi odtajanje lahko povzročilo razgradnjo vzorcev. 
Homogenizacija je potekala 60 sekund pri 6 M/s, sledila je 10 minutno centrifugiranje pri 
sobni temperaturi s hitrostjo 14.000 xg.  
 
Izolacijo celokupne RNA smo izvedli s pomočjo naprave KingFisher™ Magnetic Particle 
Processor (Thermo Fisher Scientific, ZDA) s kompletom MagMAX™-96 Total RNA Kit 
(Thermo Fisher Scientific, ZDA) po protokolu za izolacijo rastlinskega materiala. Vsaka 
ploščica je imela svojo negativno kontrolo (NKI), kjer je bila namesto vzorca dodana le 
raztopina za lizo celic ter vezavo RNA. NKI predstavlja kontrolo kontaminacije med 
postopkom izolacije.  
 
V zadnjem koraku smo v 0,5 ml epicah pripravili 10-kratne in 100-kratne redčine z vodo 
brez RNaz, ki smo jih nato uporabili za kvantifikacijo RNA z RT-qPCR. Vse delo je potekalo 
na ledu in po koncu izolacije smo vzorce in redčine RNA shranili pri -80 °C. 
 
3.5.2 Obratno prepisovanje in PCR v realnem času 
 
Obratno prepisovanje in PCR v realnem času (RT-qPCR) smo uporabili za določanje 
količine virusne RNA v vzorcih rastlin, inokuliranih z virusoma PVY in PepMV. Za razliko 
od klasične PCR, kjer rezultat odčitamo na koncu pomnoževanja, lahko pri qPCR opazujemo 
potek reakcije in odčitamo vrednosti med eksponentno fazo. Odčitamo cikel pomnoževanja, 
v katerem fluorescenca doseže določen prag. To se zgodi hitreje, če je začetna koncentracija 
DNA ali RNA v vzorcu večja. Velja torej, da večja kot je količina tarče, manj ciklov je bilo 
potrebnih za pomnožitev nad nastavljen prag (Denman in McSweeney, 2005). Za RT-qPCR 
smo uporabili komplet AgPath-ID™ One-Step RT-PCR (Ambion, ZDA). Ker sta bila 
obravnavana virusa RNA, se je v procesu reverzne transkripcije izhodna RNA prevedla v 
cDNA, ki je matrica za pomnoževanje v PCR. Ker smo uporabljali kit, ki opravi obratno 
prepisovanje in PCR v enem koraku, smo reakcijske mešanice lahko pripravili v eni jamici 
na ploščici z enim samim pufrom. Preverjali smo količino PVY in PepMV v vzorcih 
izolirane celokupne RNA. Poleg tega smo analizirali tudi rastlinski gen za citokrom oksidazo 
(COX), ki je predstavljal kontrolo uspešnosti izolacije RNA in služil za normalizacijo 
količine virusne RNA v vzorcih. Normalizacija je potrebna, ker pride pri vzorčenju do 
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majhnih razlik v količini vzorčenega tkiva in ker je lahko uspešnost izolacije RNA za 
različne vzorce različna. 
 
Za detekcijo produktov smo uporabili t.i. kemijo TaqMan®, pri kateri uporabimo specifične 
fluorescentno označene sonde, ki se vežejo na točno določeno zaporedje cDNA. Sonde imajo 
hkrati reporterski fluorofor in dušilec (angl. quencher). Narejene so tako, da je dušilec blizu 
fluorescentnega reporterja, ko je sonda še nedotaknjena in duši njegov signal. Sonda se veže 
na svoje tarčno mesto, ki se nahaja med začetnima oligonukleotidoma. Ko se polimeraza 
premika po matrični DNA, njena 5'-nukleazna aktivnost razgradi sondo in dušilec se loči od 
reporterskega fluorofora, kar zaznamo kot fluorescenco (Denman in McSweeney, 2005). 
Sonde, ki smo jih uporabili so bile označene s 6-karboksi-fluoresceinom (FAM) na 5' koncu, 
ki predstavlja reportersko barvilo in 6-karboksi-tetrametilrodaminom (TAMRA) na 3' 
koncu, ki je dušilec fluorescence. Tako dvojno sestavljene sonde zmanjšajo signal v ozadju 
in ojačajo signal sonde. 2x RT-PCR pufer (AgPath) je optimiziran za reverzno transkripcijo 
in PCR. Vključuje tudi pasivno referenčno barvilo ROX™ za normalizacijo fluorescentnega 
signala. 
 
Za analizo smo uporabili oligonukleotidne začetnike in sonde, navedene v Preglednici 2, ter 
z njimi pripravili reakcijske mešanice za posamezne amplikone (Preglednica 3,4 in 5). 
 
Preglednica 2: Zaporedja oligonukleotidnih začetnikov in sond uporabljenih za analizo RT-qPCR. 
Virus, 
ref. gen  
Začetni oligonukleotid / 
sonda 
Sekvenca (5’-3’) Vir/ref. 
PVY 












COX_F CGTCGCATTCCAGATTATCCA Weller in 
sod., 2000 COX_R CAACTACGGATATATAAGRRCCRRAACTG 
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Preglednica 3: Sestava reakcijske mešanice za analizo PVY z RT-qPCR. 
Kemikalija / začetni 





Količina za 1 
reakcijo (μl) 
Voda brez nukleaz   1,7 
RT-PCR pufer (AgPath) 2x 1x 5,0 
PVY-uni_F 10 μM 0,3 μM 0,3 
PVY-uni_R 10 μM 0,3 μM 0,3 
PVY-uni_S 5 μM 0,15 μM 0,3 
RT-PCR encim (AgPath) 25x 1x 0,4 
 
Preglednica 4: Sestava reakcijske mešanice za analizo PepMV z RT-qPCR. 
Kemikalija / začetni 





Količina za 1 
reakcijo (μl) 
Voda brez nukleaz   0,0 
RT-PCR pufer (AgPath) 2x 1x 5,0 
PepMV_F 10 μM 0,9 μM 0,9 
PepMV_R 10 μM 0,9 μM 0,9 
PepMV_S 2,5 μM 0,2 μM 0,8 
RT-PCR encim (AgPath) 25x 1x 0,4 
 
Preglednica 5: Sestava reakcijske mešanice za COX analizo z RT-qPCR. 
Kemikalija / začetni 





Količina za 1 
reakcijo (μl) 
Voda brez nukleaz   0,0 
RT-PCR pufer (AgPath) 2x 1x 5,0 
COX_F 10 μM 0,9 μM 0,9 
COX_R 10 μM 0,9 μM 0,9 
COX_S 2,5 μM 0,2 μM 0,8 
RT-PCR encim (AgPath) 25x 1x 0,4 
 
Za analizo smo uporabili ploščico MicroAmp Optical s 384 jamicami. V jamice smo dodajali 
po 8 μl reakcijske mešanice in 2 μl vzorca izolirane RNA. Nanašali smo 10-krat in 100-krat 
redčeno RNA v dveh ponovitvah za vsako reakcijsko mešanico. Poleg NKI smo na ploščico 
vključili tudi dve kontroli kontaminacije med pripravljanjem ploščice za RT-qPCR (NTC – 
angl. no template control), kamor smo namesto vzorca dodali 2 μl vode brez nukleaz pred in 
po nanašanju vzorcev RNA. Ploščico smo prekrili z lepljivo optično prehodno folijo in jo 
centrifugirali 2 minuti pri 1000 xg. Nato smo jo vstavili v napravo 7900HT Fast Real-Time 
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Preglednica 6: Pogoji, pri katerih je potekal RT-qPCR. 
Korak Temperatura (°C) Čas 
obratno prepisovanje RNA v cDNA 48 10 min 
aktivacija polimeraze 95 10 min 
denaturacija DNA 95 15 s 
45 
ciklov vezava začetnih oligonukleotidov in 
prepisovanje DNA verige 
60 1 min 
 
Rezultate RT-qPCR smo analizirali s programom SDS 2.3. Po koncu nastavljenega 
programa smo dobili izrisan graf pomnoževanja produkta v RT-qPCR (Slika 2). Na x osi je 
bilo število ciklov PCR in na y osi vrednost ΔRn, ki predstavlja razliko med emisijo 
fluorescence produkta v določenem času (Rn+) in emisijo pasivnega referenčnega barvila 
ROX (Rn-). V logaritemskem pogledu grafa smo približno na sredini linearnega dela ročno 
določili vrednost praga na 0,1. Tako smo lahko razbrali vrednost Cq, ki predstavlja cikel, pri 
katerem ΔRn preseže nastavljeni prag. Vrednosti Cq smo prenesli v program Microsoft 
Excel, kjer je potekala nadaljnja obdelava podatkov. 
 
 
Slika 2: Grafična predstavitev rezultatov RT-qPCR; zelena črta predstavlja nastavljeni prag, Cq je presečišče 
med pomnoževalno krivuljo in pragom (prirejeno po Žel in sod., 2012, str. 58). 
3.5.3 Preverjanje stabilnosti RNA 
 
Da smo preverili stabilnost izolirane RNA, smo v programu Microsoft Excel preračunali 
število dni med datumom izolacije in potekom RT-qPCR. To vrednost smo primerjali s Cq 
10-krat redčenega amplikona COX za posamezen vzorec paradižnika in tobaka. V pragramu 
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3.5.4 Priprava standardnih krivulj za paradižnik in tobak 
 
Posebej za vzorce poradižnika in tobaka smo zmešali po 15 μl vseh desetih vzorcev izolirane 
RNA iz načina inokulacije mix+mock (s tem smo izenačili morebitne razlike med vzorci). 
Nato smo z uporabo vode brez nukleaz pripravili redčine od 10-1 do 10-9. Na ploščico smo 
po zgoraj opisanem postopku RT-qPCR nanesli po tri ponovitve vsake redčine za vse tri 
reakcijske mešanice. Vsaka redčina ima ustrezno manj kopij (Slika 3). Manj ko je kopij v 
vzorcu, pri kasnejšem ciklu pomnoževanja zaznamo našo tarčo. Vrednosti Cq smo prenesli 
v program Microsoft Excel in tam redčinam dodelili virtualno število kopij produktov PCR. 
Ker smo pripravili 10-kratne redčine, je temu ustrezno med virtualnimi kopijami posameznih 
redčin faktor 10: najvišja redčina 10-9 ima najnižje število kopij, ki za faktor 10 narašča vse 
do neredčenega vzorca. Izrisali smo logaritemski graf odvisnosti med Cq in virtualnim 
številom kopij za vsak produkt PCR posebej (PVY, PepMV, COX), ki predstavlja 




Slika 3: A) rezultat pomnoževanja 10-kratnih redčin tarčne DNA v 4 ponovitvah, katerih variabilnost narašča 
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Meje kvantifikacije smo določili za vsak amplikon posebej. Med dvema redčinama smo 
pričakovali razliko 3,3 med vrednostmi Cq, saj sprememba za 3,331 cikla predstavlja 
desetkratno razliko v začetnem materialu na podlagi enačbe (1). Tako smo določili dinamični 
razpon, ki zajema koncentracije, pri katerih dobimo linearno standardno krivuljo pri določeni 
stopnji učinkovitosti pomnoževanja. V tem razponu smo lahko kvantificirali naše rezultate 
(Žel in sod., 2012). 
 
y = 2n (n = ΔCq)              … (1) 
 
V primeru najnižjih in najvišjih redčin, ki ne spadajo v dinamični razpon, smo opazili 
odstopanja. V najmanj redčenih vzorcih se pojavi inhibicija fluorescence, saj so v vzorcu 
lahko prisotni inhibitorji, ki vplivajo na učinkovitost pomnoževanja v vzorcu ali pa reakcijo 
inhibira velika količina same RNA. Inhibicijo zaznamo kot porušeno pričakovano razliko 
3,3 med Cq zaporednih redčin. Paziti moramo, da izločimo učinek inhibicije, saj lahko 
povzroči lažno negativne rezultate ali pa odčitamo lažno nižjo količino cDNA. Ko smo 
redčili RNA, smo redčili tudi inhibitorje in tako vzpostavili linearno standardno krivuljo (Žel 
in sod., 2012). Pri premajhnih koncentracijah pa se lahko pojavijo odstopanja zaradi 
stohastičnega učinka. Vsaka veriga cDNA v vzorcu se v PCR lahko pomnoži, pomnoži z 
napako ali pa se sploh ne pomnoži. Z vsakim ciklom se eksponentno poveča število verig 
brez napak. Poveča se tudi število tistih z napako, le da ne eksponentno. Število teh relativnih 
napak se manjša z naraščanjem števila kopij, zato ima stohastični učinek največji vpliv, ko 
je število tarčnih zaporedji zelo nizko (Weusten in Herbergs, 2012).  
 
Za vrednosti, ki smo jih določili, da so v dinamičnem razponu, smo za standardne krivulje 
amplikonov določene vrste rastlin v programu Excel izračunali naslednje parametre: 
 
- naklon umeritvene krivulje:  
 
k1 = SLOPE (Cq; log konc.)         … (2) 
 
- korelacijski koeficient:  
 
R2 = RSQ (Cq; log konc.)          … (3) 
 
- obratni naklon umeritvene krivulje: 
 
k2 = SLOPE (log konc.; Cq)          … (4) 
 
- točka, kjer krivulja seka y os: 
 




E = 10-k2 × 100%            … (6) 
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Za zagotavljanje kvalitete rezultatov smo določili tudi sprejemljiva odstopanja vrednosti 
vzorcev od vrednosti standardne krivulje: vrednost k1 mora biti med -3,1 in -3,6 in 
korelacijski koeficient (R2) večji kot 0,98 (Žel in sod., 2012). Če krivulja ne ustreza tem 
pogojem, moramo kvantifikacijo z RT-qPCR ponoviti. Vsakokrat smo poleg vzorcev na 
ploščico nanesli tudi redčitveno vrsto posamezne vrste rastline od 10-1 do 10-3 ter pri vsakem 
amplikonu posebej primerjali naklon te krivulje s k1. Razlika med njima ni smela bit večja 
od 0,2. Večja razlika bi pomenila, da dinamika pomnoževanja ni bila ustrezna in bi zato 
morali ponovili RT-qPCR vzorcev določene ploščice. Pri standardnih krivuljah smo za 
učinkovitost pomnoževanja spremljali tudi vrednost E, ki se je lahko gibala med 90 in 110 
%. To ustreza kriteriju, da mora biti naklon standardne krivulje v dinamičnem razponu v 
območju -3,1 ≥ k1 ≥ -3,6. Vrednosti k2 in n2 smo potrebovali za nadaljnjo kvantifikacijo 
števila kopij posameznega amplikona v vzorcu (Žel in sod., 2012). 
 
3.5.5 Kvantifikacija s pomočjo standardne krivulje 
 
V prvem koraku analize smo preverili uspešnost RT-qPCR, za kar smo uporabili naslednje 
kriterije: 
- razlika med vrednostmi Cq ponovitev ni smela biti večja od 0,5; 
- naklon regresijske premice med 10-kratno in 100-kratno redčino vzorca se ni smel 
razlikovati od naklona regresijske premice standardne krivulje za več kot 0,5; 
- standardna deviacija med številom kopij pri 10-kratni in 100-kratni redčini z 
upoštevanjem redčin ni smela biti večja od 30. 
 
Vsakemu vzorcu smo preko standardne krivulje določili virtualno število kopij. Kot vidimo 
na Sliki 2B, lahko iz znane vrednosti Cq razberemo logaritem koncentracije. Po 
antilogaritmiranju dobimo virtualno število kopij amplikona v vzorcu: 
 
št. kopij = 10 Cq(vzorca) * k2 + n2           ... (7) 
 
Izračunali smo povprečje dveh ponovitev vzorca, upoštevali redčitev in nato zaradi različne 
količine izhodiščnega rastlinskega materiala ter različne stopnje uspešnosti izolacij rezultate 
normalizirali glede na referenčni gen COX. Predhodne raziskave so pokazale, da je COX 
stabilno izražen v različnih pogojih in ga lahko uporabimo za normalizacijo (Baebler in sod., 
2009; Mehle in sod., 2014). Tako so naši končni podatki, ki smo jih uporabili v statistični 
analizi: število virtualnih kopij PVY/število virtualnih kopij COX (PVY/COX) in število 
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3.5.6 Statistična analiza primerjave različnih načinov inokulacije 
 
Za določitev morebitnih statistično značilnih razlik v količini enega ali drugega virusa po 
različnih načinih inokulacije smo rezultate nadalje analizirali z uporabo programa SPSS 25 
(IBM Analytics). Za vsak način inokulacije smo za obe končni vrednosti PVY/COX in 
PepMV/COX preverili, ali je razporeditev vrednosti normalna. Uporabili smo test Shapiro-
Wilk, kjer je ničelna hipoteza, da je porazdelitev normalna. Če je bila p-vrednost večja od 
0,05 smo ničelno hipotezo potrdili, če je bila manjša, pa smo sklepali, da vrednosti niso 
normalno razporejene. Glede na to smo statistično značilne razlike primerjali s t-testom 
(Levene's Test for Equality of Variances), če so bile vrednosti za primerjana načina 
inokulacije normalno razporejene, ali z neparametričnim testom (Mann-Whitney U test), če 
so bile vrednosti v vsaj enem od dveh načinov inokulacije nenormalno razporejene. 
Uporabljali smo stopnjo zaupanja 0,95 (če velja p < 0,05, je med načini inokulacije 
statistično značilna razlika). Rezultate smo prikazali v obliki škatel z brki, posebej za vsako 
rastlinsko vrsto in posebej za vsak virus. Izrisali smo jih v programu R, s pomočjo funkcije 
»ggplot«. S črto smo označili načine inokulacije, med katerimi so statistično značilne razlike. 
 
3.5.7 Normalizacija količine virusnih kopij na količino celokupne RNA 
 
Količino izolirane celokupne RNA iz vzorčenih paradižnikov in tobakov smo kvantificirali 
s kompletom Qubit RNA HS Assay Kits (Invitrogen, ZDA) na fluorometru Qubit 3.0 
(Invitrogen, ZDA), s katerim lahko zelo enostavno izmerimo količino RNA, DNA in 
proteinov. Deluje na principu fluorescentnih barvil, ki se specifično vežejo na tarčne 
molekule. Intenziteta fluorescence je sorazmerna s količino barvila, vezanega na tarčno 
molekulo. Koncentracija v vzorcu je izračunana v primerjavi s standardno krivuljo, narejeno 
iz referenčnih raztopin z znano koncentracijo v kompletu. Ker se barvilo iz kompleta za 
merjenje RNA specifično veže na RNA tudi v prisotnosti DNA, našega vzorca teoretično ne 
bi bilo potrebno tretirati z DNazo (Schipor in sod., 2016). Vseeno smo za ugotavljanje 
čistosti izolatov nekaj vzorcev pomerili tudi s kompletom dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, 
ZDA), ki kvantificira količino dvoverižne DNA. Merili smo v posebnih epicah (Qubit assay 
tubes). Za eno meritev smo pripravili reakcijsko mešanico iz 199 μl pufra in 1 μl reagenta iz 
kompleta. Ker naprava dopušča meritve v območju 5-100 ng/μl celokupne RNA, smo 
količino dodanega vzorca preračunali glede na količino RNA v standardni krivulji in 
primerjali z vrednostjo Cq amplikona COX. Glede na to smo mešali 1-10 μl vzorca izolirane 
RNA in 190-199 μl reakcijske mešanice. 
 
Ker nas je zanimalo ali lahko za normalizacijo števila virusnih kopij namesto COX 
uporabimo celokupno količino RNA, smo v programu Microsoft Excel primerjali število 
kopij COX in količino RNA (v ng/μl) ter izračunali korelacijski koeficient pri paradižniku 
in tobaku. 
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4.1 INOKULACIJA RAZLIČNIH SORT KROMPIRJA S PVY IN PepMV 
 
Različne sorte krompirja ('Pentland', 'Désirée', 'Bea', 'Bintje', 'Carlinford' in 'Igor'), ki so 
različno občutljive za okužbe z virusi, smo inokulirali s PVY in PepMV. Zanimalo nas je ali 
jih lahko okužimo tudi s PepMV in obema hkrati ter katera od sort je najbolj dovzetna za ti 
okužbi. Po treh tednih smo popisali bolezenska znamenja in vzorčili liste. Bolezenska 
znamenja pri različnih sortah krompirja smo opazili le pri rastlinah, inokuliranih s PVY. Po 
treh tednih smo pri teh rastlinah opazili gubanje in nabrekanje listov. Pri ostalih dveh načinih 
inokulacije bolezenska znamenja niso bila vidna. 
 
Rezultati analize z RT-qPCR so pokazali, da so bile sorte 'Pentland', 'Désirée', 'Bea' in 'Bintje' 
okužene s PVY, medtem ko pri sorti 'Carlinford' in 'Igor' nismo zaznali signala. Povprečje 
dveh ponovitev pozitivne kontrole PVY je bilo 22,10 in pozitivni signali 10-krat redčene 
izolirane RNA iz rastlin inokuliranih s PVY se gibljejo okoli te vrednosti (Preglednica 7). 
 
Vzorce iz ostalih dveh načinov inokulacije (samo PepMV in mešan način) smo združevali 
skupaj (izjema sorta 'Igor') in šele nato izvedli izolacijo, saj so bile rastline brez bolezenskih 
znamenj. Po analizi RT-qPCR smo ugotovili, da sta se s PepMV morda okužili sorti 'Désirée' 
in 'Carlinford', saj smo tu zaznali šibek signal za PepMV. Povprečna vrednost pozitivne 
kontrole PepMV je skoraj dvakrat manjša od zaznanih signalov (Cq = 17,94). Ker smo 
zaznali zelo visoke vrednosti Cq, ne moremo izključiti, da ni zaznan signal posledica ostanka 
inokulata na listih. Pri ostalih sortah so bile vrednosti Cq še višje (ali pa je bil rezultat 
negativen) in v vseh primerih zaznane le v eni od ponovitev (Priloga A). Razlog za to je 
najverjetneje kontaminacija ali signal, ki ga zaznamo zaradi ostankov inokulata na listih, saj 
so bile NKI in NTC negativne. 
 
Mešana okužba se ni vzpostavila pri nobeni sorti, izjema sorta 'Bea', pri kateri smo zaznali 
šibek signal za PVY. Opazimo lahko, da se PVY bistveno bolje namnoži, ko je inokuliran 
samostojno. Eksperimente na krompirju smo s tem poskusom v okviru tega magisterskega 
dela zaključili in nadaljevali z eksperimenti na paradižniku in tobaku, ki sta bolj dovzetna 
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Preglednica 7: Vrednosti Cq dveh ponovitev 10-krat redčenih združenih vzorcev štirih rastlin vsake sorte pri 
inokulaciji s PepMV, po dveh pri inokuliranju s PepMV+PVY in ene rastline pri inokulaciji s PVY (izjema je 
sorta 'Igor', kjer smo analizirali vsako rastlino posebej); neg. - - ni signala; šibko poz. – opazno je naraščanje 
fluorescence v zadnjih ciklih pomnoževanja, a ta ne preseže praga. 
Način inokul. PepMV PepMV+PVY PVY 
amplikon/sorta PepMV COX PepMV PVY COX PVY COX 
'Pentland' šibko poz. 21,20 neg. neg. 24,45 20,48 20,22 
  38,20 21,10 38,49 neg. 24,25 20,64 20,44 
'Désirée' 32,98 21,35 neg. 
šibko poz. 
25,92 23,62 21,85 
  32,94 21,21 neg. 26,01 23,74 21,81 
'Bea' neg. 23,20 neg. 31,03 22,39 24,55 21,75 
  neg. 23,23 neg. 31,16 22,34 24,56 21,71 
'Bintje' neg. 25,18 neg. neg. 26,19 23,95 23,30 
  neg. 24,94 neg. neg. 26,38 23,98 23,39 
'Carlingford' 35,71 22,88 neg. neg. 21,63 neg. 21,51 
  34,69 22,98 neg. neg. 21,58 neg. 21,57 
'Igor' neg. 21,02 neg. neg. 19,19 neg. 23,91 
  neg. 20,96 36,55 neg. 19,43 neg. 24,06 
  38,01 19,81 neg. neg. 20,21   
  neg. 19,95 neg. neg. 20,27   
  šibko poz. 18,75      
  36,44 18,73      
  neg. 20,21      
  neg. 20,21      
 
27 
Kogej Z. Vpliv mešanih okužb virusa Y krompirja in virusa mozaika pepina … v različnih gostiteljskih rastlinah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
4.2 PREGLED BOLEZENSKIH ZNAMENJ PRI PARADIŽNIKU IN TOBAKU 
 
Po različnih kombinacijah mehanske inokulacije paradižnika in tobaka z virusoma PVY in 
PepMV (glej Preglednico 1) smo spremljali razvoj bolezenskih znamenj, ki so se razvila 
različno hitro in so se razlikovala med tema rastlinskima vrstama. 
 
4.2.1 Preged bolezenskih znakov pri paradižniku 
 
Pri paradižniku so se bolezenska znamenja razvila kasneje kot pri tobaku in niso bila tako 
izrazita. Ker je bilo ravnanje z inokuliranimi in potencialno okuženimi rastlinami v 
karantenskem rastlinjaku zelo težavno, saj so po štirih tednih zelo zrastle, smo rastline 
pregledali skupinsko po različnih načinih inokulacije in ne vsake posebej. V Preglednici 8 
so zapisana bolezenska znamenja, ki smo jih opazili pri nekaterih rastlinah po določenem 
načinu inokulacije. 
 
Preglednica 8: Bolezenska znamenja pri paradižniku po različnih načinih inokulacije izražena po štirih tednih. 
Način inokulacije Bolezenska znamenja 
PVY+mock drobne kloroze, nekroze žil na spodnjih listih, nekroze listov 
mock+PVY drobne kloroze, nekroze žil na spodnjih listih, nekroze listov 
PepMV+mock 
redke majhne lokalne klorotične poškodbe spodnjih listov, redko drobne lokalne 
nekrotične poškodbe 
mock+PepMV drobne lokalne nekrotične poškodbe, nekroze žil na spodnjih listih 
PVY+PepMV 
nekroze žil, obsežne nekroze tudi zgornjih listov, mozaik, nižje rastline v primerjavi 
z mock+mock* 
PepMV+PVY večje lokalne klorotične poškodbe, redko drobne lokalne nekrotične poškodbe 
mix+mock 
drobne kloroze na zgornjih listih, nekroze žil, obsežne nekroze listov, mozaik, nižje 
rastline v primerjavi z mock+mock* 
mock+mock najvišje rastline*, ponekod kloroze listov 
*Višina je lahko le posledica postavitve rastlin v rastlinjaku: rastline postavljene bližje robovom rastlinjaka in zato bolj 
osvetljene, so bile manjše kot tiste na drugem koncu, ki so bile manj osvetljene. 
 
Posamezni načini inokulacije se med sabo niso jasno razlikovali na podlagi bolezenskih 
znamenj. Na Sliki 4 je prikazanih nekaj opaženih bolezenskih znamenj. Ta niso 
reprezentativna za določen način inokulacije in predstavljajo le možna bolezenska znamenja 
pri določenem načinu inokulacije. 
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PVY+mock mock+PVY PepMV+mock 
mock+PepMV PVY+PepMV PepMV+PVY 
mix+mock mock+mock  
Slika 4: Bolezenska znamenja pri rastlinah paradižnika, okuženih s PVY in PepMV po različnih načinih 
inokulacije po štirih tednih. 
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4.2.2 Pregled bolezenskih znakov pri tobaku 
 
Pri tobaku so bila po dveh tednih vidna bolezenska znamenja pri vseh načinih inokulacije in 
so se do četrtega tedna le stopnjevala. V tabeli so predstavljena bolezenska znamenja, ki smo 
jih opazili pri različnih načinih inokulacije in število rastlin, ki so jih izražala. Ko govorimo 
o višini, je to primerjalno z rastlinami iz načina inokulacije mock+mock. 
 
Preglednica 9: Bolezenska znamenja pri tobaku po različnih načinih inokulacije po štirih tednih in število 
rastlin, ki so izražale določen fenotip. 
Način 
inokulacije 
Bolezenska znamenja Število rastlin  
PVY+mock 
nižja rast, veliki spodnji listi, slabo razviti zgornji listi 4 
brez bolezenskih znamenj 6 
mock+PVY 
nižja rast, mozaik, nagubani zgornji listi 4 
brez bolezenskih znamenj 6 
PepMV+mock veliki in nagubani listi 10 
mock+PepMV ozko rastoča, zgornji listi nagubani, spodnji veliki 10 
PVY+PepMV 
ozko rastoča, nagubani listi 7 
pritlikavost, ogromni listi, rumenenje, nekroze 2 
brez bolezenskih znamenj 1 
PepMV+PVY 
nižja rast, veliki spodnji listi, zgornji nagubani 6 
ozko rastoča, veliki spodnji listi, zgornji nagubani 3 
pritlikava, ogromni spodnji listi, zgornji slabo razviti in nagubani 1 
mix+mock 
pritlikavost 5 
nagubani zgornji listi 4 
veliki spodnji listi 1 
mock+mock brez bolezenskih znamenj 10 
 
Kljub temu, da smo lahko opazili variabilnost v tipu in jakosti bolezenskih znamenj znotraj 
različnih načinov inokulacije pri tobaku, smo v določenih načinih (kombinacijah) opazili 
tipične fenotipe rastlin, kot npr. rastline močno zavrte v rasti pri mešanih zaporednih in 
sočasnih okužbah obeh virusov (Slika 5, Slika 6). Na Sliki 5 je prikazan najbolj pogost izgled 
rastline z bolezenskimi znamenji pri določenem načinu inokulacije. 
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mock+PepMV PVY+PepMV PepMV +PVY 
mix+mock mock+mock  
Slika 5: Reprezentativne slike bolezenskih znakov po različnih načinih inokulacije s PVY in PepMV pri tobaku 
po štirih tednih. 
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PVY+PepMV  PepMV+PVY mix+mock 
Slika 6: Tobaki po različnih načinih mešane inokulacije, ki so okužene z obema virusoma (potrjeno z analizo 
RT-qPCR). 
 
V ponovitvi poskusa smo tobake inokulirali le posebej z inokulumom PVY, PepMV, mix in 
mock. Zelo jasno smo lahko videli, kako način inokulacije vpliva na višino rastlin 
(Preglednica 10, Priloga B). Rastline v načinu inokulacije mix so bile pritlikave, srednje 
rastoče so bile rastline, inokulirane s PVY, nekoliko višje so bile ozko rastoče rastline 
inokulirane s PepMV in najvišje so bile kontrolne rastline (mock). 
 
Preglednica 10: Povprečna višina tobakov (± standardni odklon), ki so kazali bolezenska znamenja, 
inokulirani z inokulumom PVY (N = 34), PepMV (N = 36), mix (N = 34) in mock (N = 12). 






4.3 KVANTIFIKACIJA VIRUSOV Z RT-qPCR 
 
Po pregledu bolezenskih znamenj pri paradižniku in tobaku nas je zanimalo, katere od teh 
rastlin so dejansko okužene in kakšen je titer virusov PVY in PepMV v rastlinah po različnih 
načinih inokulacije. Preden smo lahko to storili, smo morali preveriti stabilnost izolirane 
celokupne RNA in pripraviti standardne krivulje, s pomočjo katerih smo določili virtualno 
število kopij določenega virusa v vzorcu.  
4.3.1 Preverjanje stabilnosti RNA 
 
Ker je med izolacijo RNA in kvantifikacijo z RT-qPCR lahko preteklo kar nekaj časa (od 1 
do 356 dni), smo preverili, kakšna je bila stabilnost zamrznjene izolirane celokupne RNA. 
To smo storili na podlagi izražanja COX v vzorcih paradižnika in tobaka. Povprečna 
vrednost Cq za COX (10-1) posameznih izolacij je nihala nad in pod povprečjem vseh 
vrednosti Cq za COX (10-1) in ni bilo opaziti kakršnega koli trenda upada količine izolirane 
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celokupne RNA v odvisnosti od časa med izolacijo RNA in izvedbo RT-qPCR. Povprečna 
Cq vrednost COX (10-1) pri paradižniku je bila 21,12±2,69. Ta vrednost je bila pri tobaku 
19,89±2,58. Kot lahko opazimo iz grafa (Slika 7) je bila količina COX skozi celoten poskus 
stabilna in se RNA v vzorcih v vmesnem času ni razgradila. 
 
  
Slika 7: Vrednost Cq COX (10-1) v odvisnosti od časa, preteklega med izolacijo RNA in analizo RT-qPCR pri 
paradižniku in tobaku. 
4.3.2 Standardne krivulje koncentracij amplikonov 
 
Preden smo lahko kvantificirali vzorce, smo s pomočjo redčitvene vrste (Priloga C) pripravili 
standardne krivulje vsakega amplikona pri paradižniku in tobaku (Priloga D, E). Primer 
standardne krivulje (Slika 8) predstavlja krivuljo za PepMV pri paradižniku. Pri najnižji in 
najvišji koncentraciji se ponovitve med sabo razlikujejo in odstopajo od pričakovane razlike 
-3,3 med redčinami. Zato dinamični razpon, v katerem smo kvantificirali rezultate, teh 
koncentracij ne upošteva. 
 
 
Slika 8: Primer standardne krivulje (krivulja za PepMV pri paradižniku), kjer pri najvišji in najnižji 
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Dinamični razponi, meje kvantifikacije in meja detekcije za posamezne amplikone so 
predstavljeni v Preglednici 11. Meje kvantifikacije smo določili pri redčini, v kateri se Cq 
ponovitve niso razlikovale za več kot 0,5 ter zaokrožili na celo število. Mejo detekcije 
predstavlja vrednost Cq redčine, ki ima zadnja pozitiven signal (sta vsaj dve od treh paralelk 
še pozitivni). 
 
Preglednica 11: Povprečne vrednosti Cq treh ponovitev določene redčine pripravljene za standardne krivulje 
paradižnika in tobaka, testirane z RT-qPCR za vse tri amplikone ter določene meje kvantifikacije in detekcije; 
v sivem območju so dinamični razponi testov za kvantifikacijo. 
 Paradižnik Tobak 
Redčitev COX PVY PepMV COX PVY PepMV 
100 17,37 14,26 13,80 17,49 15,66 10,35 
10-1 20,01 17,51 14,10 20,62 18,76 12,93 
10-2 23,30 20,94 17,58 23,67 21,96 16,38 
10-3 26,61 24,39 20,59 27,07 25,40 19,57 
10-4 29,78 27,48 23,85 30,41 28,93 23,06 
10-5 33,51 31,15 27,50 33,90 32,27 26,25 
10-6 37,72 31,74 30,63 38,23 36,85 29,92 
10-7 neg. neg. 34,29 neg. neg. 32,62 
10-8 neg. neg. neg. neg. neg. 35,36 
10-9 neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
Spodnja meja kvantifikacije 20 14 14 17 16 10 
Zgornja meja kvantifikacije 34 31 31 34 32 30 
Meja detekcije 38 32 36 38 37 35 
 
Vrednosti, s katerimi smo preverjali ustreznost standardne krivulje, so prikazane v 
Preglednici 12. Vse vrednosti se gibljejo v ustreznem območju: k1 med -3,1 in -3,6, E med 
90 in 110 % ter R2 je pri vseh 1. Pomembno je, da imajo tarčni in referenčni amplikoni 
podobno učinkovitost pomnoževanja, saj lahko v nadaljevanju rezultate normaliziramo na 
COX. 
 
Preglednica 12: Pregledne vrednosti standardnih krivulj za različne amplikone, ki ustrezajo intervalom za 
učinkovito pomnoževanje. 
 Paradižnik Tobak 
 COX PVY PepMV COX PVY PepMV 
k1 -3,34 -3,37 -3,30 -3,28 -3,33 -3,28 
R2 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
E (%) 98,96 97,97 100,71 101,86 99,60 101,63 
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4.3.3 Uspešnost okužbe rastlin po različnih načinih inokulacije 
 
Štiri tedne po prvi inokulaciji smo vzorčili liste, izolirali RNA in z RT-qPCR dokazovali 
prisotnost PVY in PepMV. Vse rastline, ki smo jih mehansko inokulirali, se niso okužile, 
saj ni bilo pomnoževanja tarče za PVY ali PepMV. Število okuženih paradižnikov in 
tobakov glede na rezultate RT-qPCR je zapisano v Preglednicah 13 in 14. 
 
Če primerjamo okuženost pri obeh vrstah rastlin, opazimo, da se je paradižnik pogosteje 
okužil v primeru inokulacije le s PVY in mešane inokulacije. Samostojna okužba s PVY je 
bila uspešna pri paradižniku v 45 % in pri tobaku v 20 %. Trije mešani načini inokulacije so 
bili pri paradižniku uspešni v 60 %, pri tobaku le v 23 %. Za razliko od PVY je bil PepMV 
zelo infektiven. V samostojnih okužbah so se z njim okužile vse testne rastline in tudi v 
primeru mešanih okužb je bil PepMV prisoten v skoraj vseh rastlinah (izjemi sta bila dva 
neokužena tobaka po načinu inokulacije PVY+PepMV). 
 
Preglednica 13: Število okuženih paradižnikov glede na rezultate analize RT-qPCR po posameznem načinu 
inokulacije. 


















okuženih s PVY in PepMV / / / / 7 3 8 / 
okuženih samo s PVY 8 1 / / 0 0 0 / 
okuženih samo s PepMV / / 10 10 3 7 2 / 
neokuženih 2 9 0 0 0 0 0 10 
 
Preglednica 14: Število okuženih tobakov  glede na rezultate analize RT-qPCR po posameznem načinu 
inokulacije. 


















okuženih s PVY in PepMV / / / / 2 2 3 / 
okuženih samo s PVY 3 1 / / 0 0 0 / 
okuženih samo s PepMV / / 10 10 6 8 7 / 
neokuženih 7 9 0 0 2 0 0 10 
 
PepMV je zelo infektiven in tudi zelo stabilen virus (Mehle in sod., 2014), zato smo v nekaj 
primerih zaznali tudi kontaminacijo s PepMV v vzorcih rastlin, ki niso bile inokulirane s tem 
virusom. Kontaminacije smo zaznali kot zelo nizke koncentracije virusa, kar pomeni, da so 
bile vrednosti Cq zelo visoke. Vrednosti Cq, ki smo jih opredelili kot kontaminacije, so bile 
nad mejo kvantifikacije (v vseh razen v enem primeru) in so bile približno trikrat višje kot 
vrednosti Cq pozitivnih vzorcev. Kontaminacija je bila prisotna tudi pri treh kontrolnih 
paradižnikih. Pri enem vzorcu paradižnika pri načinu inokulacije mock+PVY je bila 
kontaminacija s PepMV znotraj območja kvantifikacije. Kontaminacij s PVY nismo zaznali, 
35 
Kogej Z. Vpliv mešanih okužb virusa Y krompirja in virusa mozaika pepina … v različnih gostiteljskih rastlinah.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
a so bili nekateri vzorci, inokulirani s PVY, včasih tako šibko pozitivni na ta virus, da so 
vrednosti Cq padle izven kvantifikacijskega območja (Priloga F). 
 
Pri tobakih, kjer smo zelo natančno popisali bolezenska znamenja vsake rastline, smo lahko 
sledili razkoraku med izraženimi znamenji in dejansko okuženostjo z virusom (Priloga G). 
Pri inokulaciji samo s PVY je po načinu inokulacije PVY+mock ena rastlina kazala 
bolezenska znamenja, a z RT-qPCR nismo zaznali PVY. Pri mock+PVY so bile takšne tri 
rastline (Slika 9). Pri zaporednih inokulacijah je bila povezava med bolezenskimi znamenji 
in okuženostjo bolj očitna, saj smo na podlagi bolezenski znamenj lahko v večini primerov 
ugotovili katere rastline so okužene z obema virusoma: rast je bila zelo zavrta in rastline so 
bile pritlikave, tako kot v večini primerov sočasne inokulacije pri načinu mix+mock (Slika 
6). Ko smo z RT-qPCR zagotovo potrdili, katere rastline so okužene z obema virusoma, smo 
opazili, da imata mešano okuženi rastlini po načinu inokulacije PVY+PepMV močnejša 
bolezenska znamenja kot tiste po inokulaciji PepMV+PVY (Slika 10). Analiza RT-qPCR je 
potrdila naša predvidevanja na podlagi bolezenskih znamenj, z izjemo rastline pri načinu 
PepMV+PVY, ki je imela podoben fenotip kot tiste, okužene le s PVY. Pri načinu 
inokulacije mix+mock sta bili izjemi dve rastlini, ki sta izražali pritlikav fenotip, a sta bili 





 (RT-qPCR -) 
Slika 9: Primer tobakov po načinu inokulacije mock+PVY, ki imata podoben fenotip, a je leva imela pozitiven 
signal za PVY z analizo RT-qPCR in desna negativen signal za PVY. 
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Slika 10: Primeri tobakov, okuženih z virusoma PVY in PepMV po načinih zaporedne inokulacije: rastlini po 
načinu PVY+PepMV imata močnejša bolezenska znamenja kot rastlini po načinu PepMV+PVY. 
  
Slika 11: Dva primera tobakov po načinu inokulacije mix+mock, ki imata podoben fenotip kot rastline okužene 
z obema virusoma, a smo v vzorčenem rastlinskem materialu z analizo RT-qPCR zaznali pozitiven signal le 
za PepMV. 
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4.3.4 Določitev količine virusov z RT-qPCR 
 
Po analizi RT-qPCR smo pregledali vrednosti Cq in določili količine virusne RNA ter jih 
normalizirali glede na referenčni gen COX (PVY/COX oziroma PepMV/COX) (Priloga G). 
Pri vsaki vrsti rastlin smo posebej primerjali normalizirano količino PVY in PepMV ter 
predstavili rezultate v ločenih grafih. Prikazali smo le količino PVY ali PepMV tistih 
vzorcev, ki so imeli pričakovano prisotnost enega ali drugega virusa glede na način 
inokulacije. Če je bila v primeru mešane inokulacije rastlina okužena le s PepMV, smo jo 
izvzeli iz primerjave. Število rastlin, okuženih z obema virusoma je bilo pri nekaterih načinih 
inokulacije zelo nizko, zato statistična analiza ni bila smiselna. Statistične analize smo 
izvedli, če je način inokulacije vseboval vsaj 6 podatkovnih točk. Vseeno so za večjo 
nazornost v grafični prikaz vključeni tudi načini inokulacije z manj podatkovnimi točkami.  
Glede na normalnost porazdelitve (Preglednica 15) smo za primerjavo med načini 
inokulacije uporabili Studentov t-test (če so bile v obeh primerjanih načinih inokulacije 
vrednosti normalno razporejene) oziroma Mann-Whitney U test (če razporeditev v enem ali 
obeh načinih inokulacije ni bila normalna). 
 
Ker pri različnih načinih inokulacije virusi niso bili inokulirani istočasno, nismo primerjali 
vseh načinov med sabo, saj ne poznamo časovnega poteka namnoževanja virusov. Ta se 
najverjetneje razlikuje med samostojnimi in mešanimi okužbami in virusa dosežeta plato 
pomnoževanja v različnem času od inokulacije. Pri določenem virusu smo zato med seboj 
primerjali le načine inokulacije, kjer je bil virus prvi inokulirani in med sabo načine 
inokulacije, kjer je bil virus drugi inokulirani. Načini inokulacije, pri katerih je od okužbe z 
določenim virusom do vzorčenja preteklo enako dolgo časa, so v grafih označeni z isto 
barvo. 
 
Preglednica 15: Število rastlin s pričakovano prisotnostjo virusa glede na način inokulacije (N) in rezultati 




  ali je porazdelitev normalna?  ali je porazdelitev normalna? 
N PVY/COX PepMV/COX N PVY/COX PepMV/COX 
mix+mock 8 da ne 3 da da 
PVY+mock 8 da  3 ne  
mock+PVY 1 /  1 /  
PVY+PepMV 7 da da 2 / / 
PepMV+mock 10  da 10  da 
mock+PepMV 10  ne 10  ne 
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4.3.4.1 Primerjava načinov inokulacije pri paradižniku 
 
Pri paradižniku sta bila med seboj statistično značilno različna le načina inokulacije 
PVY+mock in PVY+PepMV v primeru normalizirane količine PVY (Studentov t-test; p < 
0,05) (Slika 12) ter mock+PepMV in PVY+PepMV v primeru normalizirane količine 
PepMV (Mann-Whitney U-test; p < 0,05) (Slika 13). Pri načinu PVY+PepMV je količina 
PVY 4-krat manjša kot pri PVY+mock (povprečje PVY+PepMV je 6,30; povprečje 
PVY+mock je 25,20). Pri tej zaporedni okužbi se zmanjša tudi količina PepMV za 2,2-krat 
v primerjavi z mock+PepMV (povprečje PVY+PepMV je 1,32; povprečje PVY+mock je 
2,87). 
 
V primeru zaporedne okužbe, ko je bil paradižnik najprej okužen s PVY in nato s PepMV, 
je bila torej količina obeh virusov nižja v primerjavi s primerljivima samostojnima 
okužbama (PVY+mock oziroma mock+PepMV). 
 
 
Slika 12: Normalizirana količina virtualnih kopij PVY glede na COX (PVY/COX) pri različnih načinih 
inokulacije paradižnikov (vključeni so le vzorci, ki so imeli pričakovano prisotnost virusa oz. virusov glede na 
način inokulacije); krogec predstavljaja posamezno podatkovno točko; škatlo z brki sestavlja mediana 
(debelejše črte v škatlah), prvi in tretji kvartil (robovi škatel) ter minimalna/maksimalna vrednost (konca brk); 
enake barve škatel predstavljajo načine inokulacije, ki jih lahko primerjamo, saj je od okužbe s PVY do 
vzorčenja preteklo enako časa; črta povezuje načina inokulacije, ki sta statistično značilno različna (Studentov 
t-test; p = 0,005). 
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Slika 13: Normalizirana količina virtualnih kopij PepMV glede na COX (PepMV/COX) pri različnih načinih 
inokulacije paradižnikov (vključeni so le vzorci, ki so imeli pričakovano prisotnost virusa oz. virusov glede na 
način inokulacije); krogec predstavljaja posamezno podatkovno točko; škatlo z brki sestavlja mediana 
(debelejše črte v škatlah), prvi in tretji kvartil (robovi škatel) ter minimalna/maksimalna vrednost (konca brk); 
enake barve škatel predstavljajo načine inokulacije, ki jih lahko primerjamo, saj je od okužbe s PepMV do 
vzorčenja preteklo enako časa; črta povezuje načina inokulacije, ki sta statistično značilno različna (Mann-
Whitney U-test; p  = 0,007). 
4.3.4.2 Primerjava načinov inokulacije pri tobaku 
 
Pri tobaku zaradi nizkega števila okuženih rastlin po mešanih okužbah nekaterih načinov 
inokulacije nismo mogli primerjati med seboj. Na grafih (Slika 14, 15) so prikazani rezultati 
meritev količin virusov za rastline, ki so imele pričakovano prisotnost virusa ali virusov 
glede na način inokulacije. Med načini inokulacije ni opaznih znatnih razlik, ne pri 
PVY/COX in ne pri PepMV/COX.  
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Slika 14: Normalizirana količina virtualnih kopij PVY glede na COX (PVY/COX) pri različnih načinih 
inokulacije tobakov (vključeni so le vzorci, ki so imeli pričakovano prisotnost virusa oz. virusov glede na način 
inokulacije); krogec predstavljaja posamezno podatkovno točko; škatlo z brki sestavlja mediana (debelejše črte 
v škatlah), prvi in tretji kvartil (robovi škatel) ter minimalna/maksimalna vrednost (konca brk); enake barve 
škatel predstavljajo načine inokulacije, ki jih lahko primerjamo, saj je od okužbe s PVY do vzorčenja preteklo 
enako časa. 
  
Slika 15: Normalizirana količina virtualnih kopij PepMV glede na COX (PepMV/COX) pri različnih načinih 
inokulacije tobakov (vključeni so le vzorci, ki so imeli pričakovano prisotnost virusa oz. virusov glede na način 
inokulacije); krogec predstavljaja posamezno podatkovno točko; škatlo z brki sestavlja mediana (debelejše črte 
v škatlah), prvi in tretji kvartil (robovi škatel) ter minimalna/maksimalna vrednost (konca brk); enake barve 
škatel predstavljajo načine inokulacije, ki jih lahko primerjamo, saj je od okužbe s PepMV do vzorčenja 
preteklo enako časa. 
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4.4 PRIMERJAVA DVEH RAZLIČNIH PRISTOPOV NORMALIZACIJE 
ŠTEVILA KOPIJ VIRUSOV 
 
Po kvantifikaciji RNA s RT-qPCR (ter genom COX) in merjenjem celokupne RNA s Qubit 
(Priloga H) smo primerjali izmerjene rezultate. Pri paradižniku je virtualno število kopij 
COX amplikona zelo dobro korelirano s količino celokupne RNA, izmerjene s fluorimetrijo 
(»Qubit RNA HS kit«), saj korelacijski koeficient (R) znaša 0,96. Pri tobaku je korelacijski 
koeficient nekoliko nižji in znaša 0,86 (Slika16). 
 
  
Slika 16: Primerjava virtualnega števila kopij COX in količine celokupne RNA izmerjene s Qubit; točke 
predstavljajo posamezne vzorce, analizirane z obema pristopoma; pikčasto je prikazana trendna črta; R = 
korelacijski koeficient. 
 
Da bi ocenili čistost izolirane RNA naših vzorcev smo nekaj vzorcev analizirali tudi s 
fluorimetrijo občutljivo za dvoverižno (ds)DNA. V vsakem vzorcu je poleg RNA prisotne 
tudi nekaj DNA, ki je DNaza v protokolu izolacije celokupne RNA ne razgradi popolnoma, 
vendar so količine ne-razgrajene DNA zelo nizke. Obstaja pozitivna korelacija med količino 
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R = 0,86 
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Slika 17: Primerjava količine celokupne RNA in količine dsDNA izmerjene s Qubit; točke predstavljajo 
posamezne vzorce, ki smo jih izmerili z obema kitoma (RNA HS Assay Kit, dsDNA HS Assay Kit); pikčasto 




















































R = 0,97 R = 0,96 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
5.1 POSKUS VZPOSTAVITVE MEŠANIH OKUŽB PRI RAZLIČNIH SORTAH 
KROMPIRJA 
 
V prvem poskusu smo želeli preveriti ali lahko katero od izbranih sort krompirja ('Pentland', 
'Désirée', 'Bea', 'Bintje', 'Carlinford' in 'Igor') okužimo z izbranim izolatom PepMV Ch2 ali 
mešano z izbranim izolatom PepMV in izbranim izolatom PVY. Morebitno okužbo s 
PepMV smo zaznali le pri sortah 'Désirée' in 'Carlinford', vendar bi morali (zaradi visokih 
vrednosti Cq v teh vzorcih) to potrditi s ponovitvijo poskusa z večjim številom rastlin. Ker 
smo testirali združene vzorce štirih rastlin vsake sorte okužene s PepMV, ne vemo koliko 
rastlin se je zares okužilo in koliko se je PepMV namnožil v posamezni rastlini. 
 
Nekatere ponovitve vzorcev (za sorti 'Pentland' in 'Igor') so bile šibko pozitivne za PepMV. 
Najverjetneje je razlog kontaminacija, saj med spiranjem nismo zaščitili zgornjega dela 
rastlin in je lahko prišlo do prenosa inokulata na zgornje liste, ki smo jih vzorčili za testiranje 
z RT-qPCR. PepMV je zelo obstojen in možno je, da je virus ali njegova RNA preživela na 
površini listov vse do našega vzorčenja. Ker iz okužb paradižnika in tobaka vemo, da je 
izolat PepMV infektiven, lahko sklepamo, da testirane sorte krompirja niso njegovi 
gostitelji. Ker je krompir slab gostitelj za PepMV (Blystad in sod., 2015), bi bilo potrebno 
nadaljevati s poskusi, da rezultat potrdimo na večjem številu sort. Čeprav je bilo število 
inokuliranih rastlin majhno, rezultati kažejo, da ob sočasni inokulaciji rastlin z obema 
virusoma, ni prišlo do namnoževanja PVY, do katerega je prišlo pri samostojni inokulaciji s 
PVY. Na primeru krompirja lahko zato delno potrdimo drugo hipotezo, saj je namnoževanje 
PVY, ko smo poskušali rastline sočasno okužiti z obema virusoma, drugačno kot v 
samostojni okužbi s PVY, česar za PepMV ne moremo trditi. 
 
V okviru tega dela nismo nadaljevali poskusov na krompirju, vendar so kasnejše raziskave 
na sorti 'Désirée' pokazale, da tudi ta sorta ni dovzeten gostitelj izbranega različka PepMV 
Ch2 (Bhatti, 2016). Za nadaljnje raziskave mešanih okužb PepMV in PVY bi bilo treba 
uporabiti še druge sorte krompirja ali druge različke/izolate PepMV. Kot primer lahko 
navedemo izolat PCH06/104 različka Ch2, ki je na Norveškem okužil sorto 'Beate' in 
povzročil sistemska bolezenska znamenja (Blystad in sod., 2015). Možno je tudi, da ni 
opaznih bolezenskih znamenj okužbe s PepMV, a je rastlino vseeno okužena. Tako so na 
Poljskem s testom ELISA potrdili prisotnost izolata PCH06/104 v listih sort 'Jelly' in 'Dali' 
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5.2 BOLEZENSKA ZNAMENJA PRI PARADIŽNIKU IN TOBAKU  
 
Vsi nadaljnji poskusi so potekali na paradižniku in tobaku, ki sta dovzetna za okužbo z 
obema preučevanima virusoma. Pred izvedbo molekulskih analiz smo najprej opazovali in 
popisali bolezenska znamenja, ki se pojavijo po različnih načinih inokulacije pri paradižniku 
in tobaku. Pri različnih vrstah rastlin, ki so dovzetne za okužbo s PVY in PepMV, so se 
bolezenska znamenja razlikovala, kar smo pričakovali pred začetkom poskusa.  
 
Samostojna okužba s PVY je pri paradižniku v primeru obeh načinov inokulacije 
(PVY+mock, mock+PVY) povzročila tako lokalna (klorotične poškodbe) kot sistemska 
(nekroze listov) bolezenska znamenja, a ne na vseh inokuliranih rastlinah. Znamenja, ki so 
jih opazili drugi raziskovalci, vključujejo tudi mozaičnost listov, gubanje in deformacije 
listov od trinajstega dne po okužbi (Liang in sod., 2016). Na poljih se okužba s PVY v 
paradižniku izrazi kot trije različni fenotipi: mozaik na apikalnem delu, lokalne nekrotične 
poškodbe listov in apikalno rumenje. Mozaična in nekrotična bolezenska znamenja so vedno 
povezana s PVY. Vzrok rumenja, ki smo ga opazili tudi na nekaterih naših kontrolnih 
paradižnikih, so lahko še drugi dejavniki, kot na primer pomanjkanje dušika ali železa. 
Poročajo tudi o primerih, ko je bil paradižnik okužen, a ni kazal bolezenskih znamenj, kar je 
lahko posledica pozne infekcije (Aramburu in sod., 2006). Na tobakih smo tako kot García-
Marcos in sodelavci (2009) opazili, da samostojna okužba s PVY povzroči deformacije 
listov in zavira rast rastline. Rastline so bile nižje v primerjavi s kontrolnimi, zgornji listi so 
bili slabo razviti ali nagubani. 
 
Samostojna okužba s PepMV pri paradžniku je bila v našem primeru neizrazito fenotipsko 
izražena. Opazili smo le redka lokalna bolezenska znamenja in rastline so bile na splošno v 
boljšem stanju kot po drugih načinih inokulacije. Blystad in sodelavci (2015), ki so 
raziskovali kako širok nabor gostiteljev ima PepMV, so vljučili v raziskavo deset evropskih 
držav in opazili, da se lokalna in sistemska bolezenska znamenja PepMV razlikujejo glede 
na geografsko lokacijo. V Sloveniji so opazili klorotične in nekrotične poškodbe pri 
paradižniku sorte 'Moneymaker'. Poleg tega so pri različku PepMV Ch2 pri tej sorti opazili 
tudi mozaičnost, nabrekanje in kloroze listov. Pri tobakih so popisali lokalne nekroze že tretji 
ali četrti dan po inokulaciji in kasneje še sistemska bolezenska znamenja kot sta mozaičnost 
in zavrta rast. V našem primeru smo okužbo tobaka s PepMV opazili kot povečano rast 
spodnjih listov in nagubanost zgornih listov. Po morfologiji smo lahko ločili načina 
inokulacije: rastline po načinu inokulacije mock+PepMV so bile bolj ozko rastoče kot tiste 
po načinu PepMV+mock. 
 
Kot smo predvidevali, so mešane okužbe povzročile izrazitejša bolezenska znamenja kot 
okužbe s posameznim virusom, kar kaže na sinergistični odnos med virusoma. Med 
mešanimi okužbami pri paradižniku je najmočnejša bolezenska znamenja pri nekaterih 
rastlinah povzročila sočasna okužba. Pri teh rastlinah smo opazili lokalna in obsežna 
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sistemska bolezenska znamenja, tako kot v številnih raziskavah odnosov med poteksvirusi 
in potivirusi (Bowman Vance, 1991; Liang in sod., 2016; Pacheco in sod., 2012; Senanayake 
in Mandal, 2014). Mešane okužbe potivirusa PVY in poteksvirusa PVX v paradižniku 
sprožijo močnejša bolezenska znamenja kot so lokalne in sistemske nekroze listov, upad 
listov in njihovo deformacijo. Nivo tega sinergizma je najvišji, če je PVY v paru različek 
PVYNTN (Liang in sod., 2016). Sočasna okužba s PVX in PVY povzroči močnejša 
bolezenska znamenja kot samostojna okužba tudi pri tobaku (Pacheco in sod., 2012), kar 
smo jasno opazili tudi v primeru mešane okužbe PepMV in PVY. García-Marcos in 
sodelavci (2009) so ob sočasni okužbi tobaka s PVX in PVY opazili žilno klorozo v 
sistemsko okuženih listih šesti dan po inokulaciji. Sledil je nastanek klorotičnega mozaika, 
gubanje listov, zaviranje rasti in nastanek nekroz stebla in listov, kar je vodilo v smrt rastline 
dvanajsti dan po inokulaciji. V primeru mešane okužbe PepMV in PVY smo sočasno okužbo 
pri tobaku zaznali kot zelo zavrto rast in pritlikav izgled rastline (Slika 6). Tudi meritve 
višine rastlin so nam potrdile, da je rast rastlin po načinu inokulacije mix, najbolj zavrta 
(Preglednica 10). 
 
Poleg sočasne smo vzpostavili še dva načina zaporedne inokulacije, kjer smo v razmaku 
enega tedna okuževali najprej s PVY in nato s PepMV ter obratno. Pri paradižniku se je na 
prvi pogled zdelo, da je imel način inokulacije PVY+PepMV glede bolezenskih znamenj 
hujše posledice za rastline kot PepMV+PVY. Ta opažanja bi bilo potrebno potrditi, saj je 
bilo število mešano okuženih rastlin (kasneje določeno z RT-qPCR) po načinu inokulacije 
PepMV+PVY zelo nizko (le tri rastline z mešano okužbo; Preglednica 15). Pri tobaku smo 
po RT-qPCR analizi, ko smo lahko z gotovostjo trdili katere rastline so okužene z obema 
virusoma, opazili, da imata mešano okuženi rastlini po načinu inokulacije PVY+PepMV 
močnejša bolezenska znamenja kot tisti v PepMV+PVY (Slika 10). Zaradi nizkega števila 
rastlin okuženih z obema virusoma po teh načinih inokulacije (le 2 na način) bi morali tako 
opažanje nadalje potrditi pri večjem številu rastlin. Zanimivo pa je, da je tak učinek v skladu 
z opazovanji Senanayake-ja in Mandal-a (2014), ki sta izvedla zaporedno okužbo s PVX in 
PVY. V primeru, ko je okužbi PVY pri tobaku po enem tednu sledila okužba s PVX, so 
imele rastline obsežne nekroze in so dvainštirideseti dan po okužbi odmrle. V obratni 
zaporedni okužbi pa so rastline imele le lokalne nekrotične poškodbe tudi dvainštirideseti 
dan po inokulaciji. 
 
Po pregledu bolezenskih znamenj lahko potrdimo našo prvo hipotezo, da mešana okužba s 
PVY in PepMV povzroči izrazitejša bolezenska znamenja kot okužba le z enim od virusov. 
To je bilo jasno razvidno zlasti v primeru tobaka, kjer smo najočitnejša bolezenska znamenja 
opazili pri sočasna okužbi. Na podlagi izrazitejših bolezenskih znamenj po sočasni okužbi 
lahko trdimo, da je odnos pri tobaku sinergističen. 
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5.3 USPEŠNOST OKUŽBE RASTLIN PO RAZLIČNIH NAČINIH INOKULCIJE 
 
V našem poskusu je bil paradižnik bolj dovzeten za okužbo s PVY in/ali PepMV kot tobak, 
saj se je okužilo skupno z enim ali obema virusoma 84,3 % inokuliranih paradižnikov in 
74,3 % tobakov. S PVY je bilo manj okuženih paradižnikov, ko smo kot drugi virus pri 
zaporedju inokulacije uporabili PVY. Včasih smo z RT-qPCR zaznali šibek signal za 
pomnoževanje PVY, pri čemer je možno, da smo zaznali le ostanke inokulata na listih, saj 
ob inokulaciji nismo zaščitili zgornjih listov rastline. Pri tobaku se je s PVY okužilo še 
manjše število rastlin, česar nismo pričakovali, saj je ta modelna rastlina dovzetna za širok 
nabor virusov.  
 
S PepMV so se okužile skoraj vse rastline. Zaznali smo tudi nekaj kontaminacij rastlin, ki 
jih nismo okužili s PepMV. V primeru enega paradižnika po načinu inokulacije mock+PVY 
je bila kontaminacija relativno močna in celo znotraj mej kvantifikacije. Možno je, da se je 
virus prenesel z dotikanjem rastlin ali z zalivalko. Najverjetneje pa se je prenos zgodil preko 
epic, v katere smo pobirali vzorce, saj smo vzorce različnih načinov inokulacije shranjevali 
v iste škatle. Kako pogost je prenos med rastlinami so ugotovili tudi Spence in sodelavci 
(2006), ki so na robu testnih rastlin v poskusu vzpostavili tako imenovano zaščitno linijo 
neokuženih paradižnikov. Izkazalo se je, da so bile tudi te rastline po štirih tednih okužene 
s PepMV. Kako pomembno je rokovanje z rastlinami in okuženim materialom pokaže 
dejstvo, da je zaščitna linija izrazila bolezenska znamenja en teden prej, če so jo vzpostavili 
pred inokulacijo kot če so jo vzpostavili po inokulaciji z virusom. To pomeni, da PepMV 
predstavlja veliko težavo že pri normalnem rokovanju z rastlinami v rastlinjakih. 
 
Da bi ugotovili morebitne trende infektivnosti virusov v mešanih in samostojnih okužbah, 
smo združili mešane načine inokulacije (sočasne in zaporedne okužbe) ter prešteli število 
rastlin okuženih s PVY ali PepMV. To smo primerjali s številom okuženih rastlin po načinih 
inokulacije samo z enim virusom (Slika 18). Opazili smo, da je PVY v mešanih okužbah 
okužil več rastlin kot v samostojnih okužbah. Pri PepMV pa je bilo ravno obratno: več rastlin 
se je okužilo v samostojnih kot v mešanih okužbah, a so razlike komaj zaznavne, saj je 
PepMv zelo infektiven in je okužil oba gostitelja skoraj v vseh primerih. Da bi potrdili te 
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Slika 18: Delež rastlin, ki so bile okužene s PVY ali PepMV po samostojni ali mešani inokulaciji paradižnika 
in tobaka; nad posameznim stolpcem je prikazano: število okuženih rastlin/število inokuliranih rastlin. 
 
Odstopanja med pričakovano okuženostjo na podlagi bolezenskih znamenj in dejansko 
okuženostjo na podlagi analiz RT-qPCR ne moremo popolnoma pojasniti. Pri nekaterih 
načinih inokulacije so tobaki izražali bolezenska znamenja, a je analiza RT-qPCR pokazala, 
da niso okužene (Slika 9, 11). Jakost bolezenskih znamenj ni nujno povezana z virusnim 
titrom, kar kaže na to, da je bolezen lahko rezultat specifičnih interakcij med virusnimi in 
gostiteljevimi komponentami sistemskega odziva. Opažena bolezenska znamenja so lahko 
le posledica obrambnega odgovora rastline. Ta omeji virus na mesto okužbe ter prepreči 
njegovo širjenje in pomnoževanje po celotni rastlini. Zaradi preobčutljivostnega odgovora 
se spremeni fiziološko stanje rastline in komponente protivirusnega odgovora vplivajo na 
razvoj stanj, podobnih bolezenskim znamenjem, ki jih sproži virus (povzeto po Pallas in 
García, 2011). Potrebno bi bilo okužiti, opazovati in analizirati večje število rastlin, ter tako 
z večjo gotovostjo potrditi ali določen fenotip pripada določenemu načinu inokulacije. Ko 
smo drugič ponovili poskus s tobakom, smo lahko potrdili, da pritlikav fenotip pripada 
sočasni okužbi, ozek, majhen in nagunan fenotip okužbi s PepMV ter manjša rast v 
primerjavi s kontrolnimi rastlinami in veliki spodnji listi okužbi s PVY. V nadaljnjih 
raziskavah bi bilo zanimivo raziskovati, katere komponente rastlinskega in virusnega 
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5.4 PRIMERJAVA KOLIČINE VIRUSOV PO RAZLIČNIH NAČINIH 
INOKULACIJE 
 
Ko smo po kvantifikaciji rezultatov analize RT-qPCR primerjali različne načine inokulacije 
med seboj, smo zaznali le dve statistično značilni razliki. Zaradi nizke okuženosti s PVY pri 
nekaterih načinih inokulacije smo lahko med seboj primerjali le omejeno število načinov 
inokulacije. Pri paradižniku smo lahko primerjali mix+mock, PVY+mock, PVY+PepMV, 
PepMV+mock, in mock+PepMV ter pri tobaku le PepMV+mock in mock+PepMV. Pri 
primarjavah smo morali upoštevati tudi čas od inokulacije z določenim virusom do 
vzorčenja. V primeru zaporedne okužbe pri paradižniku, ko je okužbi s PVY po enem tednu 
sledila okužba s PepMY, je bil titer obeh virusov signifikantno nižji kot pri posamezni 
okužbi (v primeru PVY 4-krat nižji in v primeru PepMV 2,2-krat nižji) (Slika 12, 13). To se 
razlikuje od rezultatov raziskave mešane okužbe paradižnika s PVY in PVX, kjer se je v 
prvem listu nad inokuliranim PVX nakopičil bolj kot v rastlinah, okuženih le s PVX (Liang 
in sod., 2016). PVY se je tako kot v našem primeru manj namnožil po mešani okužbi kot v 
paradižnikih okuženih le z PVY. 
 
Pri tobaku nismo zaznali razlik med načini inokulacije, kar je bilo nepričakovano, saj so bila 
bolezenska znamenja pri mešano okuženih rastlinah mnogo izrazitejša kot po samostojnih 
okužbah. Nepovezanost bolezenskih znakov z nakopičenjem virusov po mešanih okužbah 
poteksvirusov in potivirusov so opazili tudi drugi raziskovalci. González-Jara in sodelavci 
(2004) poročajo o izražanju močnejših bolezenskih znamenj v primeru mešane okužbe 
tobaka vrste N. benthamiana s PVX in PVY, a brez povečanega nakopičenja PVX, ki so ga 
opazili v taki mešani okužbi pri nekaterih drugih vrstah. Nasprotno pa je, ko so testirali tobak 
vrste N. tabacum po mešani okužbi s PVX in potivirusom TEV, narastel titer PVX v 
primerjavi s titrom po samostojni okužbi, a v tem primeru brez vidnih bolezenskih znamenj. 
 
Našo drugo hipotezo, da bo količina posameznih virusov po mešani okužbi drugačna kot po 
samostojni okužbi z izbranima virusoma, lahko le delno potrdimo. Signifikantno razliko smo 
izmerili samo pri zaporedni okužbi paradižnika, ko je okužbi s PVY sledila okužba s PepMV 
in se je količina obeh virusov zmanjšala v primerjavi s samostojno okužbo. Glede na titer 
pri tej zaporedni okužbi lahko sklepamo, da je odnos med virusoma pri paradižniku v tem 
primeru antagonističen.  
 
Tudi tretjo hipotezo lahko le delno potrdimo, saj je bil učinek mešanih okužb (na podlagi 
bolezenskih znamenj) različen pri različnih gostiteljih (izjema je krompir, kjer nismo uspeli 
vzpostaviti mešane okužbe). Ne moremo pa potrditi, da se učinek mešanih okužb razlikuje 
glede na način vzpostavitve okužbe (sočasna ali zaporedna okužba), saj zaradi nizkega 
števila rastlin, okuženih s PVY, nismo mogli spremljati učinka različnih načinov 
vzpostavitve mešane okužbe.  
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5.5 PRIMERJAVA DVEH RAZLIČNIH PRISTOPOV NORMALIZACIJE ŠTEVILA 
KOPIJ VIRUSOV 
 
Kot primarno metodo normalizacije količine virusnih kopij smo v tej nalogi uporabili 
kvantifikacijo RNA z analizo RT-qPCR in normalizacijo količine tarčne virusne RNA glede 
na število kopij referenčnega gena COX. RT-qPCR je občutljiva in natančna metoda, ki nam 
omogoča, da zaznamo točno določeno zaporedje genoma in odčitamo vrednosti v 
eksponentni fazi pomnoževanja, v kateri je v vsakem ciklu dvakrat več produkta DNA. 
Omogoča velik razpon kvantifikacije in detekcijo zelo nizkega števila kopij nukleinskih 
kislin, tudi manj kot 5 kopij (Klein, 2002). Dejstvo, da lahko poteka več reakcij naenkrat in 
tako hkrati opazujemo več tarč, zmanjša napake, saj vse reakcije potekajo pod enakimi 
pogoji. Vseeno pa ima metoda nekaj omejitev in slabosti. Amplikon mora biti velik med 50 
in 200 baznih parov in za vsakega je potrebno glede na tarčo optimizirati začetne 
oligonukleotide in reakcijsko mešanico ter premišljeno izbrati referenčni gen, ki ga je 
potrebno pri različnih rastlinah in različnih matriksih ponovno preizkusiti (Denman in 
McSweeney, 2005). Ob ponovljenih ponovitvah nekaterih vzorcev smo potrdili, da so 
rezultati RT-qPCR dobro ponovljivi. Med ponovitvami nam ni potrebno skrbeti za 
obstojnost zamrznjenih rastlinskih vzorcev ali celokupne RNA, saj smo preverili, da je 
količina referenčnega gena COX v celotnem času poskusa primerljiva in se RNA sčasoma 
ne razgradi. Kljub temu, da hitro in zanesljivo pridobimo ogromno število podatkov, pa kar 
nekaj časa porabimo za kritični pregled in ovrednotenje rezultatov. 
  
Alternativna metoda za normalizacijo števila kopij neke tarče v vzorcu (namesto 
normalizacije na število kopij referenčnega gena) je normalizacija glede na količino 
celokupne RNA v vzorcu (Huggett in sod., 2005). Prednost metode je, da predstavlja 
univerzalen pristop za normalizacijo za različne analizirane vrste in matrikse, vendar pa je 
pri tem zelo pomemba natančna določitev koncentracije celokupne RNA v vzorcih. V tej 
nalogi smo za določitev količine celokupne RNA preizkusili fluorimetričen pristop s 
pomočjo naprave Qubit. Z njo lahko izmerimo koncentracijo celokupne RNA, pri čemer je 
metoda bolj natančna kot pogosteje uporabljena UV spektrofotometrija, saj ne meri le 
absorbance nukleinskih kislin, ampak omogoča razlikovanje med dsDNA, ssDNA in RNA. 
Omogoča tudi meritve nižjih koncentracij (Schipor in sod., 2016). V primerjavi z RT-qPCR 
je metoda preprostejša, cenovno ugodnejša in omogoča hitrejšo pridobitev rezultatov.  
 
S primerjavo števila kopij COX, izmerjenega z RT-qPCR, in količine celokupne RNA 
izmerjene s Qubitom, smo potrdili našo četrto hipotezo, da sta metodi primerljivi. Predvsem 
pri pradižniku je bil korelacijski faktor zelo visok (0,96), pri tobaku pa nekoliko nižji (0,86). 
Tako bi lahko virtualno število kopij PVY ali PepMV normalizirali namesto na COX, na 
količino celokupne RNA. S tem si lahko v prihodnosti olajšamo delo, saj fluorimetrija ni 
odvisna od rastlinske vrste in ne bi bilo potrebno preverjati uspešnosti pri novih vrstah, kot 
je to potrebno pri normalizaciji s pomočjo COX. Vseeno pa ima normalizacija s pomočjo 
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COX to dobro lastnost, da predstavlja interno pozitivno kontrolo izolacije, ki jo je v večini 
primerov potrebno uporabljati. 
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Na podlagi naših rezultatov lahko sklepamo: 
 
- Učinki mešane okužbe s PVY in PepMV se razlikujejo glede na gostitelja (paradižnik 
/ tobak); 
- Izbrane sorte krompirja ('Pentland', 'Désirée', 'Bea', 'Bintje', 'Carlinford' in 'Igor') niso 
gostitelji izbranega izolata PepMV Ch2; 
- Mešane okužbe s PVY in PepMV pri paradižniku in tobaku običajno izzovejo 
izrazitejša bolezenska znamenja kot samostojne okužbe; 
- Rastline po načinu sočasne inokulacije, kjer je bila potrjena prisotnost obeh virusov, 
so imele najizrazitejša bolezenska znamenja; 
- Pri tobaku je po mešani okužbi s PVY in PepMV izrazit sinergizem razvoja 
bolezenskih znamenj; 
- Po zaporedni okužbi pri paradižniku, ko PVY sledi okužba s PepMV, opazimo 
antagonizem v količini obeh virusov: njun titer je manjši v primerjavi s samostojnimi 
okužbami z enim ali drugim virusom; 
- Normalizacija količine virusnih kopij s pomočjo referenčnega gena COX in 
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Rastlinski virusi so razlog za številne bolezni rastlin in povzročajo velike izgube v pridelavi 
gojenih rastlin povsod po svetu. Najbolj pogost virus, ki prizadene krompir je PVY 
(Potyvirus, Potyviridae), katerega različek NTN povzroči obročkasto nekrozo gomoljev. Na 
pridelkih paradižnika največ škode povzroči virus PepMV (Potexvirus, Alphaflexiviridae), 
ki povzroča bolezenska znamenja listov ali plodov. PVY je v Sloveniji že razširjen, PepMV 
pa se v zadnjem času hitro širi po Evropi. Ker imata oba virusa RNA podoben nabor 
gostiteljev, obstaja možnost mešane okužbe. To lahko vodi do virusnih interakcij, ki so lahko 
nevtralne, antagonistične ali sinergistične. 
 
Mešano okužbo virusa PVY in PepMV smo spremljali pri treh različnih gostiteljih: 
krompirju, paradižniku in vrsti tobaka N. benthamiana. Rastline smo mehansko inokulirali 
z različnimi načini inokulacije (sočasno, zaporedno ali samostojno), saj nas je zanimalo ali 
ima način vzpostavitve okužbe vpliv na gostiteljsko rastlino in virusa. Da bi določili tip 
interakcije med virusoma in učinke mešane okužbe, smo spremljali bolezenska znamenja ter 
količino virusov po samostojnih in mešanih okužbah. Bolezenska znamenja smo popisali in 
fotografirali štiri tedne po inokulaciji. Takrat smo tudi vzorčili prve tri liste nad tistimi, ki 
smo jih inokulirali. Izolirali smo celokupno RNA iz rastlinskih vzorcev in količino virusov 
določali z RT-qPCR ter izvedli normalizacijo na referenčni gen COX. Kot alternativno 
metodo normalizacije smo uporabili še fluorimetrijo z napravo Qubit in normalizacijo na 
celokupno RNA. 
 
V prvem delu poskusa, kjer smo različne sorte krompirja okužili s PVY, PepMV in obema 
hkrati, smo ugotovili, da nobena od sort ni dovzetna za okužbo s PepMV. Vrednosti Cq so 
bile zelo visoke, kar smo pripisali kontaminaciji z ostankom inokuluma na površini listov. 
Nekatere sorte ('Pentland', 'Désirée', 'Bea' in 'Bintje') so se okužile s PVY, zanimivo pa je, 
da kadar smo inokulirali z obema virusoma hkrati, ni prišlo do pomnoževanja ne PepMV ne 
PVY. Da bi lahko potrdili zavrto namnoževaje PVY v mešani okužbi s PepMV, bi 
potrebovali večje število rastlin in sorto bolj dovzetno za okužbo s PepMV. 
 
V nadaljevanju smo v osmih različnih načinih inokulacije okužili paradižnik in tobak. Pri 
teh dveh vrstah smo opazili različna bolezenska znamenja. Pri paradižniku nismo mogli 
ločiti različnih načinov inokulacije na podlagi bolezenskih znamenj, smo pa zato ugotovili 
signifikantno razliko v namnoževanju virusov, ko je okužbi s PVY sledila okužba s PepMV. 
Takrat se je količina obeh virusov manjša v primerjavi s samostojno okužbo: v primeru PVY 
smo izmerili kar 4-krat manj kopij virusa in v primeru PepMV 2,2-krat manj. Pri tobaku 
nismo mogli primerjati načinov inokulacije med seboj zaradi majhnega števila rastlin, 
okuženih s PVY. Rastline, pri katerih smo potrdili okužbo z enim ali obema virusoma, pa so 
imele izrazita bolezenska znamenja. Okužene rastline po mešanih inokulacijah so bile 
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pritlikave, kar smo potrdili še na večjem številu rastlin, pri katerih smo merili višino sočasno 
inokuliranih, samostojno inokuliranih in kontrolnih tobakov. 
 
Kot dobro alternativno metodo za normalizacijo števila kopij virusov smo potrdili 
fluorimetrijo z napravo Qubit in normalizacijo na celokupno RNA. Metoda je enostavnejša, 
cenejša in manj zamudna, saj ni potrebno pripravljati standardne krivulje za vsako rastlinsko 
vrsto posebej. Vseeno pa ima metoda RT-qPCR z normalizacijo na referenčni gen COX to 
prednost, da vsebuje interno pozitivno kontrolo izolacije. 
 
V naši raziskavi smo pokazali, da lahko poteče mešana okužba PVY in PepMV. Pri 
paradižniku in tobaku povzroči sočasna okužba z obema virusoma najmočnejša bolezenska 
znamenja, kar kaže na sinergističen odnos med virusoma. Pri paradižniku lahko pride do 
antagonističnega učinka na namnoževanje virusov, kadar so rastline najprej okužene s PVY, 
sledi pa okužba s PepMV. Raziskavo bi bilo potrebno ponoviti na večjem številu rastlin, da 
bi lahko z gotovostjo potrdili kateri fenotip pripada načinu inokulacije. Večje število rastlin, 
okuženih tudi s PVY, bi omogočilo tudi bolj natančno primerjavo količine virusov po 
mešanih okužbah.  
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Vrednosti Cq analize RT-qPCR pri različnih sortah kormpirja za PVY, PepMV in referenčni gen COX (neg.- ni signala, šibko poz. - 
opazno je naraščanje fluorescence v zadnjih ciklih pomnoževanja, a ta ne preseže praga); rastline inokulirane in vzorčene v obdobju 7. 
5.2015 – 27. 8. 2015). 
 
Sorta 
































neg. 21,20 24,20 neg. neg. neg. neg. 24,45 27,65 20,64 23,37 20,22 23,16 
 38,20 neg. 21,10 24,08 38,49 neg. neg. neg. 24,25 27,24 20,48 23,60 20,44 23,41 
'Désirée' 32,98 38,90 21,35 24,22 neg. neg. 
šibko 
poz. neg. 25,92 29,85 23,62 26,59 21,85 24,81 
 
32,94 35,01 21,21 24,11 neg. neg. 
šibko 
poz. 
neg. 26,01 29,31 23,74 26,82 21,81 24,78 
'Bea' neg. neg. 23,20 26,21 neg. neg. neg. neg. 22,39 25,39 24,55 27,29 23,30 26,30 
 neg. neg. 23,23 26,17 neg. neg. neg. neg. 22,34 25,53 24,56 27,45 23,39 26,31 
'Bintje' neg. neg. 25,18 28,07 neg. neg. 31,03 neg. 26,19 29,99 23,95 26,87 21,51 24,68 
 neg. neg. 24,94 27,97 neg. neg. 31,16 neg. 26,38 30,01 23,98 26,93 21,57 24,64 
'Carlinford' 35,71 neg. 22,88 25,95 neg. neg. neg. neg. 21,63 24,59 neg. neg. 23,91 27,11 
 34,69 neg. 22,98 26,01 neg. neg. neg. neg. 21,58 24,62 neg. neg. 24,06 27,04 
'Igor' 38,01 38,96 19,81 22,59 neg. neg. neg. neg. 19,19 22,51 neg. neg. 21,75 24,79 




neg. 18,75 21,89 neg. neg. neg. neg. 20,21 23,20 
    
 36,44 neg. 18,73 22,02 neg. neg. neg. neg. 20,27 23,02     
 neg. neg. 20,21 23,27           
 neg. neg. 20,21 23,38           
 neg. neg. 21,02 23,86           
 neg. neg. 20,96 23,76           
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Višina tobakov inokuliranih s PVY, PepMV, mix in mock inokulumom po štirih tednih od 








PVY 1 19,6  
PVY 2 12,2  
PVY 3 16  
PVY 4 15,8  
PVY 5 20,1  
PVY 6 14,8  
PVY 7 16,9  
PVY 8 15,3  
PVY 9 16,4  
PVY 10 15,5  
PVY 11 17,2  
PVY 12 25,7  
PVY 13 18,2  
PVY 14 17,3  
PVY 15 15,9  
PVY 16 11  
PVY 17 18,1  
PVY 18 16  
PVY 19 16,2  
PVY 20 16,5  
PVY 21 21,9  
PVY 22 15,8  
PVY 23 16  
PVY 24 15,4  
PVY 25 16,1  
PVY 26 27,3  
PVY 27 31,2 neokuženo 
PVY 28 11,5  
PVY 29 17,1  
PVY 30 15,7  
PVY 31 16,4  
PVY 32 14,2  
PVY 33 20,3  
PVY 34 17,1  
PVY 35 30,8 neokuženo 
PVY 36 19,3  
PepMV 1 26  






PepMV 3 27,4  
PepMV 4 23,6  
PepMV 5 30,3  
PepMV 6 21,4  
PepMV 7 27,2  
PepMV 8 21,5  
PepMV 9 27,4  
PepMV 10 25,1  
PepMV 11 23,4  
PepMV 12 27,6  
PepMV 13 29,2  
PepMV 14 26,9  
PepMV 15 26,7  
PepMV 16 35,2  
PepMV 17 29,5  
PepMV 18 29,3  
PepMV 19 30,7  
PepMV 20 26  
PepMV 21 29,2  
PepMV 22 30,2  
PepMV 23 27,4  
PepMV 24 30,4  
PepMV 25 28  
PepMV 26 32,1  
PepMV 27 26,4  
PepMV 28 25,5  
PepMV 29 23,5  
PepMV 30 24,9  
PepMV 31 25,2  
PepMV 32 25,3  
PepMV 33 27,4  
PepMV 34 32,4  
PepMV 35 24,4  
PepMV 36 24,6  
mix 1 10  
mix 2 9,1  
mix 3 5,1  
mix 4 8,1  
se nadaljuje 
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mix 5 10,6  
mix 6 7,9  
mix 7 7,1  
mix 8 31,3 neokuženo 
mix 9 11  
mix 10 9,1  
mix 11 5,2  
mix 12 8,4  
mix 13 9,2  
mix 14 8,9  
mix 15 7,7  
mix 16 5,5  
mix 17 7,8  
mix 18 7,1  
mix 19 7  
mix 20 5,4  
mix 21 7,5  
mix 22 8,7  
mix 23 36,8 neokuženo 
mix 24 7,5  
mix 25 10,5  
mix 26 12,5  






mix 28 7,1  
mix 29 7,7  
mix 30 6  
mix 31 6,9  
mix 32 6,4  
mix 33 10,3  
mix 34 5,7  
mix 35 8,3  
mix 36 7,9  
mock 1 35,4  
mock 2 35  
mock 3 38,2  
mock 4 40,7  
mock 5 45,2  
mock 6 39,8  
mock 7 36  
mock 8 42,9  
mock 9 34,3  
mock 10 38  
mock 11 33,7  
mock 12 43  
   
nadaljevanje Priloge B 
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Vrednosti Cq redčitvene vrste za paradižnik in tobak izmerjene z RT-qPCR, ki smo ju 





Cq COX Cq PVY Cq PepMV Cq COX Cq PVY Cq PepMV 
100 18,83 21,72 13,98 17,43 15,63 10,66 
100 17,36 14,29 11,29 17,55 15,63 10,40 
100 17,38 14,23 13,61 17,48 15,71 10,00 
10-1 19,97 17,39 15,38 20,55 18,65 12,81 
10-1 19,90 17,50 14,28 20,58 21,10 12,88 
10-1 20,16 17,64 13,91 20,73 18,87 13,10 
10-2 23,18 21,01 17,52 23,53 19,07 16,44 
10-2 23,36 20,88 17,64 23,71 21,89 16,43 
10-2 23,35 20,92 17,49 23,76 22,03 16,26 
10-3 neg. 24,26 neg. 31,72 25,25 19,56 
10-3 26,66 24,54 20,54 29,41 25,68 19,68 
10-3 26,56 24,37 20,63 27,07 25,29 19,48 
10-4 27,55 27,49 24,25 30,48 28,91 22,91 
10-4 29,98 27,75 23,87 29,21 28,95 23,15 
10-4 29,57 27,20 23,42 30,35 28,74 23,10 
10-5 33,54 31,00 31,76 35,83 31,76 26,21 
10-5 34,00 31,04 27,44 33,88 32,19 31,59 
10-5 33,48 31,40 27,56 33,92 32,35 26,29 
10-6 36,71 31,33 31,37 38,02 37,20 29,85 
10-6 38,74 31,38 30,62 neg. 36,14 27,28 
10-6 neg. 32,52 30,65 38,44 37,21 29,99 
10-7 neg. neg. 35,05 neg. 37,34 32,87 
10-7 neg. neg. neg. neg. neg. 32,82 
10-7 38,97 35,97 33,53 neg. neg. 32,18 
10-8 neg. neg. 36,56 neg. neg. 34,35 
10-8 neg. neg. 36,58 neg. neg. 36,17 
10-8 neg. 37,26 34,75 neg. neg. 35,57 
10-9 neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
10-9 neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
10-9 neg. neg. neg. neg. neg. neg. 
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Datumi izolacij in analiz RT-qPCR ter povprečne vrednosti Cq, ki smo jih uporabili za kvantifikacijo količine virusov; rastline 
inokulirane in vzorčene v obdobju 14. 7. 2016 – 16. 8. 2016; (Sly - S. lycopersicum, Nbe - N. benthaminana, M - mock, PEP - PepMV, 
neg.- ni signala, šibko poz. - opazno je naraščanje fluorescence v zadnjih ciklih pomnoževanja, a ta ne preseže praga, - - analiza za 







COX 10-1 COX 10-2 PVY 10-1 PVY 10-2 PEP 10-1 PEP 10-2 
Sly M+M 1 18.8.2016 19.8.2016 23,72 26,40 neg. neg. neg. neg. 
Sly M+M 2 18.8.2016 19.8.2016 23,14 26,56 neg. neg. 42,25 neg. 
Sly M+M 3 18.8.2016 19.8.2016 23,52 27,23 neg. neg. neg. neg. 
Sly M+M 4 18.8.2016 19.8.2016 23,80 27,51 neg. neg. 34,30 36,03 
Sly M+M 5 18.8.2016 19.8.2016 21,55 25,21 neg. neg. neg. neg. 
Sly mix+M 1 18.8.2016 19.8.2016 20,27 23,58 17,29 20,70 13,45 16,95 
Sly mix+M 2 18.8.2016 9.8.2017 22,10 25,69 31,98 35,31 15,15 18,28 
Sly mix+M 3 18.8.2016 19.8.2016 20,40 23,75 17,65 20,86 12,37 16,03 
Sly mix+M 4 18.8.2016 19.8.2016 21,07 24,43 18,18 21,47 15,45 18,81 
Sly mix+M 5 18.8.2016 9.8.2017 22,54 26,09 19,61 23,41 16,76 20,18 
Sly mix+M 6 5.9.2016 11.4.2017 19,06 22,83 16,88 19,97 12,70 15,93 
Sly mix+M 7 5.9.2016 11.4.2017 19,69 23,15 27,99 31,50 13,99 17,39 
Sly mix+M 8 5.9.2016 11.4.2017 20,66 24,13 18,86 22,18 13,33 16,60 
Sly mix+M 9 5.9.2016 11.4.2017 20,90 24,43 17,18 20,47 12,92 16,68 
Sly mix+M 10 5.9.2016 11.4.2017 20,71 24,19 21,08 24,53 14,63 17,84 
Sly PVY+M 1 18.8.2016 9.8.2017 21,88 25,31 18,40 21,77 - - 
Sly PVY+M 2 18.8.2016 19.8.2016 20,97 24,30 18,67 22,24 neg. neg. 
Sly PVY+M 3 18.8.2016 19.8.2016 21,31 24,51 29,91 šibko poz. neg. neg. 
Sly PVY+M 4 18.8.2016 19.8.2016 22,93 26,48 20,24 23,54 neg. neg. 
Sly PVY+M 5 18.8.2016 19.8.2016 23,34 26,66 29,53 šibko poz. 34,05 35,93 se nadaljuje 
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COX 10-1 COX 10-2 PVY 10-1 PVY 10-2 PEP 10-1 PEP 10-2 
Sly PVY+M 6 5.9.2016 11.4.2017 19,35 22,83 16,22 19,54 neg. neg. 
Sly PVY+M 7 5.9.2016 11.4.2017 19,69 23,15 16,13 19,46 neg. neg. 
Sly PVY+M 8 5.9.2016 11.4.2017 20,66 24,13 17,96 21,42 neg. neg. 
Sly PVY+M 9 5.9.2016 11.4.2017 20,90 24,43 17,09 20,55 neg. neg. 
Sly PVY+M 10 5.9.2016 11.4.2017 20,71 24,19 19,51 22,93 33,31 36,92 
Sly M+PVY 1 21.4.2017 9.5.2017 21,65 25,19 neg. neg. 36,43 neg. 
Sly M+PVY 2 21.4.2017 9.5.2017 21,69 25,14 neg. neg. 36,33 neg. 
Sly M+PVY 3 21.4.2017 9.5.2017 21,99 25,70 šibko poz. neg. neg. neg. 
Sly M+PVY 4 21.4.2017 9.5.2017 20,54 24,02 19,83 23,01 36,49 36,65 
Sly M+PVY 5 21.4.2017 9.5.2017 20,66 24,35 šibko poz. šibko poz. neg. neg. 
Sly M+PVY 6 21.4.2017 9.5.2017 22,55 26,06 šibko poz. šibko poz. 37,77 36,51 
Sly M+PVY 7 21.4.2017 9.5.2017 21,10 24,11 32,45 šibko poz. 35,28 neg. 
Sly M+PVY 8 21.4.2017 9.5.2017 21,03 24,32 neg. neg. neg. neg. 
Sly M+PVY 9 21.4.2017 9.5.2017 22,80 27,08 neg. neg. 36,01 36,35 
Sly M+PVY 10 21.4.2017 9.5.2017 21,23 25,45 šibko poz. šibko poz. 15,99 19,60 
Sly PVY+PEP 1 8.8.2017 9.8.2017 21,28 25,18 neg. neg. 16,06 19,66 
Sly PVY+PEP 2 8.8.2017 9.8.2017 21,43 25,05 19,81 23,55 16,92 20,71 
Sly PVY+PEP 3 8.8.2017 9.8.2017 21,54 25,10 32,72 neg. 17,47 20,76 
Sly PVY+PEP 4 8.8.2017 9.8.2017 22,18 25,43 25,58 29,13 17,62 21,30 
Sly PVY+PEP 5 21.4.2017 22.5.2017 21,34 25,25 21,93 25,61 16,78 20,56 
Sly PVY+PEP 6 8.8.2017 9.8.2017 20,90 24,20 20,18 23,53 15,35 18,61 
Sly PVY+PEP 7 8.8.2017 9.8.2017 21,77 25,36 neg. neg. 15,90 19,20 
Sly PVY+PEP 8 8.8.2017 9.8.2017 20,92 24,52 18,31 21,91 15,46 18,83 
Sly PVY+PEP 9 21.4.2017 22.5.2017 24,36 27,89 23,82 27,37 18,37 21,82 
Sly PVY+PEP 10 21.4.2017 9.8.2017 23,00 26,12 22,22 25,69 18,32 22,10 
Sly PEP+M 1 18.8.2016 19.8.2016 20,96 24,40 neg. neg. 14,95 18,13 se nadaljuje 
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COX 10-1 COX 10-2 PVY 10-1 PVY 10-2 PEP 10-1 PEP 10-2 
Sly PEP+M 2 18.8.2016 19.8.2016 20,49 23,86 neg. neg. 13,42 16,48 
Sly PEP+M 3 18.8.2016 19.8.2016 20,78 23,91 neg. neg. 14,55 17,61 
Sly PEP+M 4 18.8.2016 19.8.2016 20,57 24,10 neg. neg. 14,15 17,77 
Sly PEP+M 5 18.8.2016 19.8.2016 20,92 24,27 neg. neg. 13,71 17,20 
Sly PEP+M 6 5.9.2016 11.4.2017 22,03 25,44 neg. neg. 17,22 20,73 
Sly PEP+M 7 5.9.2016 11.4.2017 20,10 23,55 neg. neg. 13,69 17,19 
Sly PEP+M 8 5.9.2016 11.4.2017 19,83 23,07 neg. neg. 14,61 17,78 
Sly PEP+M 9 5.9.2016 11.4.2017 21,11 24,41 neg. neg. 15,20 18,48 
Sly PEP+M 10 5.9.2016 11.4.2017 20,38 24,10 neg. neg. 15,14 18,57 
Sly M+PEP 1 15.5.2017 22.5.2017 20,50 24,23 neg. neg. 14,74 18,05 
Sly M+PEP 2 15.5.2017 9.8.2017 20,58 24,10 - - 13,88 17,60 
Sly M+PEP 3 15.5.2017 22.5.2017 21,54 25,03 neg. neg. 15,58 19,06 
Sly M+PEP 4 15.5.2017 22.5.2017 19,90 23,68 neg. neg. 14,16 17,63 
Sly M+PEP 5 15.5.2017 22.5.2017 20,88 24,88 neg. neg. 13,67 17,35 
Sly M+PEP 6 15.5.2017 23.5.2017 20,74 24,03 neg. neg. 14,41 17,47 
Sly M+PEP 7 15.5.2017 9.8.2017 20,93 24,16 - - 15,16 18,34 
Sly M+PEP 8 15.5.2017 23.5.2017 19,81 23,59 neg. neg. 14,76 18,38 
Sly M+PEP 9 15.5.2017 23.5.2017 20,34 23,93 neg. neg. 14,50 17,67 
Sly M+PEP 10 15.5.2017 23.5.2017 20,88 24,53 neg. neg. 15,13 18,37 
Sly PEP+PVY 1 15.5.2017 9.8.2017 19,12 22,68 18,23 22,01 13,26 16,75 
Sly PEP+PVY 2 15.5.2017 9.8.2017 20,37 23,51 31,32 neg. 14,88 18,17 
Sly PEP+PVY 3 15.5.2017 9.8.2017 20,09 23,57 29,07 32,39 14,09 17,50 
Sly PEP+PVY 4 15.5.2017 9.8.2017 20,25 24,22 neg. neg. 14,10 17,76 
Sly PEP+PVY 5 15.5.2017 9.8.2017 20,40 23,89 neg. neg. 15,05 18,27 
Sly PEP+PVY 6 15.5.2017 23.5.2017 20,19 23,64 19,51 22,63 14,63 17,86 
Sly PEP+PVY 7 15.5.2017 23.5.2017 21,19 24,82 33,51 neg. 14,99 18,25 se nadaljuje 
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COX 10-1 COX 10-2 PVY 10-1 PVY 10-2 PEP 10-1 PEP 10-2 
Sly PEP+PVY 8 15.5.2017 23.5.2017 19,63 23,21 18,91 22,51 14,75 18,02 
Sly PEP+PVY 9 15.5.2017 23.5.2017 20,11 23,68 neg. neg. 14,88 18,16 
Sly PEP+PVY 10 15.5.2017 23.5.2017 20,36 23,62 35,32 neg. 15,10 18,42 
Nbe M+M 1 6.9.2016 9.3.2017 22,08 25,27 neg. neg. neg. neg. 
Nbe M+M 2 6.9.2016 9.3.2017 20,19 23,71 neg. neg. neg. neg. 
Nbe M+M 3 6.9.2016 9.3.2017 19,33 22,78 neg. neg. neg. neg. 
Nbe M+M 4 6.9.2016 9.3.2017 20,29 23,59 neg. neg. neg. neg. 
Nbe M+M 5 6.9.2016 9.3.2017 18,14 21,44 neg. neg. neg. neg. 
Nbe mix+M 1 6.9.2016 9.3.2017 18,34 21,81 šibko poz. neg. 12,27 15,37 
Nbe mix+M 2 6.9.2016 9.3.2017 20,76 24,12 17,55 20,76 14,02 17,27 
Nbe mix+M 3 6.9.2016 9.3.2017 19,46 22,69 neg. neg. 11,98 15,53 
Nbe mix+M 4 6.9.2016 9.3.2017 19,65 22,87 neg. neg. 14,15 17,30 
Nbe mix+M 5 6.9.2016 9.3.2017 21,61 24,97 neg. neg. 15,65 19,17 
Nbe mix+M 6 28.2.2017 7.4.2017 20,52 23,70 neg. neg. 12,53 15,79 
Nbe mix+M 7 28.2.2017 7.4.2017 19,74 23,05 15,97 19,26 11,29 14,36 
Nbe mix+M 8 28.2.2017 7.4.2017 22,47 25,75 neg. neg. 15,74 19,05 
Nbe mix+M 9 28.2.2017 7.4.2017 20,99 24,51 neg. neg. 12,98 16,29 
Nbe mix+M 10 28.2.2017 7.4.2017 21,68 24,99 18,89 22,20 15,56 18,95 
Nbe PVY+M 1 6.9.2016 9.3.2017 20,08 23,63 19,57 23,01 neg. neg. 
Nbe PVY+M 2 6.9.2016 9.3.2017 20,69 24,12 šibko poz. neg. 32,25 neg. 
Nbe PVY+M 3 6.9.2016 7.4.2017 20,68 24,19 neg. neg. 34,05 36,20 
Nbe PVY+M 4 6.9.2016 7.4.2017 21,32 24,59 neg. neg. 36,55 neg. 
Nbe PVY+M 5 6.9.2016 7.4.2017 21,66 25,05 neg. neg. 35,13 neg. 
Nbe PVY+M 6 28.2.2017 7.4.2017 18,46 21,86 15,35 18,63 neg. neg. 
Nbe PVY+M 7 28.2.2017 7.4.2017 21,08 24,41 neg. neg. neg. neg. 
Nbe PVY+M 8 28.2.2017 7.4.2017 19,35 22,92 16,22 19,69 35,57 neg. se nadaljuje 
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COX 10-1 COX 10-2 PVY 10-1 PVY 10-2 PEP 10-1 PEP 10-2 
Nbe PVY+M 9 28.2.2017 7.4.2017 20,09 23,55 neg. neg. neg. neg. 
Nbe PVY+M 10 28.2.2017 7.4.2017 21,17 24,50 neg. neg. 34,66 neg. 
Nbe M+PVY 1 30.5.2017 9.6.2017 19,49 22,81 neg. neg. neg. neg. 
Nbe M+PVY 2 30.5.2017 9.6.2017 18,49 21,77 15,96 19,32 neg. neg. 
Nbe M+PVY 3 30.5.2017 9.6.2017 19,68 23,17 neg. neg. 34,60 neg. 
Nbe M+PVY 4 30.5.2017 9.6.2017 19,95 23,36 neg. neg. neg. neg. 
Nbe M+PVY 5 30.5.2017 9.6.2017 20,74 23,88 neg. neg. 36,67 neg. 
Nbe M+PVY 6 30.5.2017 9.6.2017 19,78 23,17 neg. neg. 36,55 neg. 
Nbe M+PVY 7 30.5.2017 9.6.2017 19,59 22,94 neg. neg. 34,71 neg. 
Nbe M+PVY 8 30.5.2017 9.6.2017 19,64 23,01 neg. neg. 36,58 neg. 
Nbe M+PVY 9 30.5.2017 9.6.2017 20,14 23,40 32,81 neg. 36,62 neg. 
Nbe M+PVY 10 30.5.2017 9.6.2017 19,68 23,07 neg. neg. 34,01 35,58 
Nbe PVY+PEP 1 30.5.2017 9.6.2017 19,06 22,32 16,32 19,63 23,82 26,94 
Nbe PVY+PEP 2 30.5.2017 9.6.2017 19,26 22,63 neg. neg. 30,06 33,31 
Nbe PVY+PEP 3 30.5.2017 9.6.2017 20,33 23,63 neg. neg. 18,20 21,79 
Nbe PVY+PEP 4 30.5.2017 9.6.2017 21,62 24,86 neg. neg. 23,87 27,07 
Nbe PVY+PEP 5 30.5.2017 9.6.2017 19,14 22,43 neg. neg. 16,29 19,68 
Nbe PVY+PEP 6 30.5.2017 1.8.2017 19,72 23,17 neg. neg. 11,53 14,70 
Nbe PVY+PEP 7 30.5.2017 1.8.2017 21,48 24,90 neg. neg. 27,98 31,60 
Nbe PVY+PEP 8 30.5.2017 1.8.2017 20,25 23,78 23,99 27,34 20,30 23,53 
Nbe PVY+PEP 9 30.5.2017 9.8.2017 19,54 23,11 neg. neg. 11,65 14,97 
Nbe PVY+PEP 10 30.5.2017 1.8.2017 19,52 22,98 neg. neg. 25,22 28,71 
Nbe PEP+M 1 6.9.2016 3.5.2017 20,64 24,23 neg. neg. 13,58 16,81 
Nbe PEP+M 2 6.9.2016 3.5.2017 20,68 24,11 neg. neg. 12,39 16,25 
Nbe PEP+M 3 6.9.2016 3.5.2017 20,55 24,44 neg. neg. 12,26 16,23 
Nbe PEP+M 4 6.9.2016 9.8.2017 20,43 23,82 - - 11,46 14,78 se nadaljuje 
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COX 10-1 COX 10-2 PVY 10-1 PVY 10-2 PEP 10-1 PEP 10-2 
Nbe PEP+M 5 6.9.2016 9.8.2017 20,26 23,78 - - 12,08 15,57 
Nbe PEP+M 6 28.2.2017 9.8.2017 20,45 23,74 / / 12,22 15,49 
Nbe PEP+M 7 28.2.2017 3.5.2017 20,04 23,94 neg. neg. 11,83 15,44 
Nbe PEP+M 8 28.2.2017 9.8.2017 20,58 23,80 - - 13,29 16,56 
Nbe PEP+M 9 28.2.2017 3.5.2017 21,16 24,78 neg. neg. 14,11 18,02 
Nbe PEP+M 10 28.2.2017 3.5.2017 21,29 24,74 neg. neg. 12,79 16,53 
Nbe M+PEP 1 31.7.2017 1.8.2017 19,93 23,34 neg. neg. 25,99 29,31 
Nbe M+PEP 2 31.7.2017 1.8.2017 19,04 22,40 neg. neg. 10,21 13,32 
Nbe M+PEP 3 31.7.2017 1.8.2017 19,04 22,44 neg. neg. 16,32 19,70 
Nbe M+PEP 4 31.7.2017 1.8.2017 19,07 22,47 neg. neg. 10,50 13,82 
Nbe M+PEP 5 31.7.2017 1.8.2017 19,03 22,53 neg. neg. 18,01 21,47 
Nbe M+PEP 6 31.7.2017 1.8.2017 19,23 22,60 neg. neg. 20,17 23,47 
Nbe M+PEP 7 31.7.2017 1.8.2017 18,84 22,25 neg. neg. 10,78 13,98 
Nbe M+PEP 8 31.7.2017 1.8.2017 18,69 22,16 neg. neg. 10,08 13,15 
Nbe M+PEP 9 31.7.2017 1.8.2017 18,76 22,24 neg. neg. 12,82 16,21 
Nbe M+PEP 10 31.7.2017 1.8.2017 18,54 22,01 neg. neg. 12,08 15,19 
Nbe PEP+PVY 1 31.7.2017 3.8.2017 19,20 22,68 neg. neg. 12,55 16,09 
Nbe PEP+PVY 2 31.7.2017 3.8.2017 19,08 22,57 neg. neg. 12,39 15,89 
Nbe PEP+PVY 3 31.7.2017 3.8.2017 18,85 22,54 16,42 19,87 11,45 14,80 
Nbe PEP+PVY 4 31.7.2017 3.8.2017 18,82 22,66 neg. neg. 14,47 17,83 
Nbe PEP+PVY 5 31.7.2017 3.8.2017 18,49 21,87 35,85 neg. 10,97 14,29 
Nbe PEP+PVY 6 31.7.2017 3.8.2017 18,49 22,00 neg. neg. 10,27 13,46 
Nbe PEP+PVY 7 31.7.2017 3.8.2017 18,84 22,30 15,85 19,25 10,74 13,92 
Nbe PEP+PVY 8 31.7.2017 3.8.2017 18,94 22,38 neg. neg. 11,63 15,14 
Nbe PEP+PVY 9 31.7.2017 3.8.2017 18,65 22,07 neg. neg. 11,95 15,27 
Nbe PEP+PVY 10 31.7.2017 3.8.2017 19,23 22,58 neg. neg. 11,56 14,73 
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Rezultati določitve virtualnega števila kopij PVY in PepMV po normalizaciji na virtualno 
število kopij COX ter bolezenska znamenja skupine rastlin (paradižnik) ali posamezne 
rastline (tobak) (Sly - S. lycopersicum, Nbe - N. benthamiana, M - mock, PEP - PepMV, / - 
kvantifikacija ni bila mogoča). 
 
Oznaka rastline PVY/COX PEP/COX bolezenska znamenja 
Sly M+M 1 / / 
/ 
Sly M+M 2 / / 
Sly M+M 3 / / 
Sly M+M 4 / / 
Sly M+M 5 / / 
Sly mix+M 1 22,86 4,06 
drobne kloroze, temne žile, obsežne nekroze, lisavost, 
nižja rast 
Sly mix+M 2 / 5,47 
Sly mix+M 3 21,03 8,92 
Sly mix+M 4 22,66 1,85 
Sly mix+M 5 21,18 2,12 
Sly mix+M 6 15,23 3,37 
Sly mix+M 7 / 1,46 
Sly mix+M 8 4,75 2,81 
Sly mix+M 9 12,72 2,63 
Sly mix+M 10 0,78 0,91 
Sly PVY+M 1 34,01 / 
drobne kloroze, temne žile, nekroze 
Sly PVY+M 2 13,68 / 
Sly PVY+M 3 / / 
Sly PVY+M 4 21,26 / 
Sly PVY+M 5 / / 
Sly PVY+M 6 27,32 / 
Sly PVY+M 7 36,37 / 
Sly PVY+M 8 19,40 / 
Sly PVY+M 9 42,43 / 
Sly PVY+M 10 7,09 / 
Sly M+PVY 1 / / 
drobne kloroze, temne žile, nekroze 
Sly M+PVY 2 / / 
Sly M+PVY 3 / / 
Sly M+PVY 4 5,55 / 
Sly M+PVY 5 / / 
Sly M+PVY 6 / / 
Sly M+PVY 7 / / 
Sly M+PVY 8 / / 
Sly M+PVY 9 / / 
Sly M+PVY 10 / 1,78 
Sly PVY+PEP 1 / 1,56 
temne žile, obsežne nekroze, lisavost, nižja rast 
Sly PVY+PEP 2 8,97 0,81 
Sly PVY+PEP 3 / 0,69 
Sly PVY+PEP 4 0,28 0,76 
Sly PVY+PEP 5 2,25 0,92 
Sly PVY+PEP 6 4,96 1,79 
se nadaljuje 
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Oznaka rastline PVY/COX PEP/COX bolezenska znamenja 
Sly PVY+PEP 7 / 2,42 
temne žile, obsežne nekroze, lisavost, nižja rast 
Sly PVY+PEP 8 18,38 1,79 
Sly PVY+PEP 9 4,51 2,38 
Sly PVY+PEP 10 4,72 0,77 
Sly PEP+M 1 / 2,67 
večje kloroze, drobne nekrotične pikice 
Sly PEP+M 2 / 5,70 
Sly PEP+M 3 / 2,91 
Sly PEP+M 4 / 3,14 
Sly PEP+M 5 / 5,32 
Sly PEP+M 6 / 1,00 
Sly PEP+M 7 / 3,18 
Sly PEP+M 8 / 1,45 
Sly PEP+M 9 / 2,27 
Sly PEP+M 10 / 1,58 
Sly M+PEP 1 / 2,38 
drobne nekrotične pikice, temne žile na spodnjih listih 
Sly M+PEP 2 / 3,69 
Sly M+PEP 3 / 2,34 
Sly M+PEP 4 / 2,29 
Sly M+PEP 5 / 6,30 
Sly M+PEP 6 / 3,31 
Sly M+PEP 7 / 2,09 
Sly M+PEP 8 / 1,33 
Sly M+PEP 9 / 2,53 
Sly M+PEP 10 / 2,36 
Sly PEP+PVY 1 5,22 2,28 
večje kloroze, drobne nekrotične pikice 
Sly PEP+PVY 2 / 1,61 
Sly PEP+PVY 3 / 2,51 
Sly PEP+PVY 4 / 3,02 
Sly PEP+PVY 5 / 1,70 
Sly PEP+PVY 6 5,49 1,92 
Sly PEP+PVY 7 / 3,13 
Sly PEP+PVY 8 4,94 1,24 
Sly PEP+PVY 9 / 1,57 
Sly PEP+PVY 10 / 1,42 
Nbe M+M 1 / / normalna 
Nbe M+M 2 / / normalna 
Nbe M+M 3 / / normalna 
Nbe M+M 4 / / normalna 
Nbe M+M 5 / / normalna 
Nbe M+M 6 / / normalna 
Nbe M+M 7 / / veliki spodnji listi 
Nbe M+M 8 / / normalna 
Nbe M+M 9 / / normalna 
Nbe M+M 10 / / normalna 
Nbe mix+M 1 / 9,98 nagubana, ozka 
Nbe mix+M 2 44,95 14,45 pritlikava 
Nbe mix+M 3 / 20,92 na vrhu nagubano 
Nbe mix+M 4 / 5,95 na vrhu nagubano 
Nbe mix+M 5 / 7,64 pritlikava 
Nbe mix+M 6 / 32,48 nagubano 
se nadaljuje 
nadaljevanje priloge G 
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Oznaka rastline PVY/COX PEP/COX bolezenska znamenja 
Nbe mix+M 7 62,75 50,44 pritlikava 
Nbe mix+M 8 / 13,67 pritlikava 
Nbe mix+M 9 / 36,76 spodnji listi veliki 
Nbe mix+M 10 32,18 8,77 pritlikava 
Nbe PVY+M 1 6,83 / majhna, veliki spodnji listi 
Nbe PVY+M 2 / / normalna 
Nbe PVY+M 3 / / normalna 
Nbe PVY+M 4 / / normalna 
Nbe PVY+M 5 / / majhna, veliki spodnji listi 
Nbe PVY+M 6 40,61 / majhna, veliki spodnji listi 
Nbe PVY+M 7 / / normalna 
Nbe PVY+M 8 41,23 / majhna, veliki spodnji listi 
Nbe PVY+M 9 / / normalna 
Nbe PVY+M 10 / / normalna 
Nbe M+PVY 1 / / normalna 
Nbe M+PVY 2 25,40 / manjša, lisasta, zgoraj nagubana, temne žile 
Nbe M+PVY 3 / / normalna 
Nbe M+PVY 4 / / manjša, lisasta, nagubana 
Nbe M+PVY 5 / / normala 
Nbe M+PVY 6 / / normala 
Nbe M+PVY 7 / / normalna 
Nbe M+PVY 8 / / normalna 
Nbe M+PVY 9 / / zgoraj nagubani listi 
Nbe M+PVY 10 / / manjša, veliki listi, zgoraj nagubani 
Nbe PVY+PEP 1 29,73 0,00 majhna, rumena 
Nbe PVY+PEP 2 / / ozka, nagubana 
Nbe PVY+PEP 3 / 0,50 ozka, nagubana 
Nbe PVY+PEP 4 / 0,03 ozka nagubana 
Nbe PVY+PEP 5 / 0,88 zelo nagubana 
Nbe PVY+PEP 6 / 42,67 zelo nagubana 
Nbe PVY+PEP 7 / / ozka, nagubana 
Nbe PVY+PEP 8 0,37 0,13 pritlikava, ogromni listi, rumena, nekroze 
Nbe PVY+PEP 9 / 34,30 nagubana 
Nbe PVY+PEP 10 / 0,00 normalna 
Nbe PEP+M 1 / 19,92 ozka, nagubana 
Nbe PEP+M 2 / 35,92 veliki listi, nagubana 
Nbe PEP+M 3 / 40,19 veliki listi, razvejana 
Nbe PEP+M 4 / 67,85 veliki listi, nagubana 
Nbe PEP+M 5 / 38,61 listi veliki, razporejeni le zgoraj in spodaj 
Nbe PEP+M 6 / 40,11 veliki listi, nagubana 
Nbe PEP+M 7 / 43,37 veliki listi, nagubana 
Nbe PEP+M 8 / 20,12 redkejši veliki listi 
Nbe PEP+M 9 / 15,75 veliki listi, nagubana 
Nbe PEP+M 10 / 43,82 majhna, razvejana, veliki listi 
Nbe M+PEP 1 / 0,00 ozka, zgornji listi nagubani, spodnji veliki 
Nbe M+PEP 2 / 66,57 ozka, zgornji listi nagubani, spodnji veliki 
Nbe M+PEP 3 / 0,84 ozka, zgornji listi nagubani, spodnji veliki 
Nbe M+PEP 4 / 51,65 
malo manjša, ozka, zgornji listi nagubani, spodnji 
veliki 
Nbe M+PEP 5 / 0,25 ozka, zgornji listi nagubani, spodnji veliki 
se nadaljuje 
nadaljevanje Priloge G 
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Oznaka rastline PVY/COX PEP/COX bolezenska znamenja 
Nbe M+PEP 6 / 0,07 ozka, razvejana, zgornji listi nagubani, spodnji veliki 
Nbe M+PEP 7 / 37,88 razvejana, nagubana 
Nbe M+PEP 8 / 59,75 malo manjša, nagubana 
Nbe M+PEP 9 / 8,19 ozka, zgornji listi nagubani, spodnji veliki 
Nbe M+PEP 10 / 13,10 razvejana, nagubana 
Nbe PEP+PVY 1 / 12,82 manjša, veliki listi, rahlo nagubana 
Nbe PEP+PVY 2 / 13,37 ozka, zgornji listi nagubani, spodnji veliki 
Nbe PEP+PVY 3 26,54 25,03 pritlikava, ogromni listi, zgornji nagubani 
Nbe PEP+PVY 4 / 3,12 majhna, ogromni spodnji listi, zgornji nagubani 
Nbe PEP+PVY 5 / 24,63 majna, veliki spodnji listi, zgornji nagubani 
Nbe PEP+PVY 6 / 44,22 ozka, zgornji listi nagubani, spodnji veliki 
Nbe PEP+PVY 7 35,12 39,86 malo manjša, veliki spodnji listi, zgornji nagubani 
Nbe PEP+PVY 8 / 20,26 veliki spodnji listi, zgornji nagubani 
Nbe PEP+PVY 9 / 13,93 ozka, listi zgoraj/spodaj, veliki listi 
Nbe PEP+PVY 10 / 28,60 malo manjša, razvejana, veliki listi 
nadaljevanje priloge G 
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Rezultati meritev koncentracij celokupne RNA in DNA z napravo Qubit (Sly - S. 








Sly M+M 1 1,75 - 
Sly M+M 2 1,74 - 
Sly M+M 3 1,13 0,04 
Sly M+M 4 0,87  
Sly M+M 5 4,97 0,21 
Sly mix+M 1 13,00 - 
Sly mix+M 2 3,55 - 
Sly mix+M 3 9,21 - 
Sly mix+M 4 5,76 - 
Sly mix+M 5 2,20 0,07 
Sly mix+M 6 21,10 - 
Sly mix+M 7 15,90 0,90 
Sly mix+M 8 12,70 - 
Sly mix+M 9 15,00 0,76 
Sly mix+M 10 15,40 - 
Sly PVY+M 1 3,04 0,11 
Sly PVY+M 2 6,74 - 
Sly PVY+M 3 5,93 - 
Sly PVY+M 4 1,22 0,04 
Sly PVY+M 5 1,16 - 
Sly PVY+M 6 16,50 - 
Sly PVY+M 7 13,40 - 
Sly PVY+M 8 5,06 0,21 
Sly PVY+M 9 4,57 - 
Sly PVY+M 10 5,68 - 
Sly M+PVY 1 4,35 - 
Sly M+PVY 2 2,88 - 
Sly M+PVY 3 2,71 - 
Sly M+PVY 4 7,61 - 
Sly M+PVY 5 7,94 - 
Sly M+PVY 6 2,00 - 
Sly M+PVY 7 4,79 - 
Sly M+PVY 8 5,96 0,20 
Sly M+PVY 9 1,60 - 
Sly M+PVY 10 3,95 - 
Sly PVY+PEP 1 4,30 0,25 
Sly PVY+PEP 2 4,78 - 
Sly PVY+PEP 3 2,92 - 
Sly PVY+PEP 4 2,00 0,15 






Sly PVY+PEP 6 4,46 - 
Sly PVY+PEP 7 3,10 - 
Sly PVY+PEP 8 7,20 - 
Sly PVY+PEP 9 0,90 0,04 
Sly PVY+PEP 10 1,49  
Sly PEP+M 1 7,07 - 
Sly PEP+M 2 8,63 - 
Sly PEP+M 3 7,21 - 
Sly PEP+M 4 8,29 - 
Sly PEP+M 5 6,85 - 
Sly PEP+M 6 2,30 - 
Sly PEP+M 7 9,14 0,40 
Sly PEP+M 8 13,80 - 
Sly PEP+M 9 5,33 - 
Sly PEP+M 10 6,29 - 
Sly M+PEP 1 7,26 0,39 
Sly M+PEP 2 7,71 - 
Sly M+PEP 3 3,05 - 
Sly M+PEP 4 11,90 - 
Sly M+PEP 5 6,37 - 
Sly M+PEP 6 3,35 0,29 
Sly M+PEP 7 6,29 - 
Sly M+PEP 8 8,28 0,41 
Sly M+PEP 9 7,66 - 
Sly M+PEP 10 6,53 - 
Sly PEP+PVY 1 20,20 0,89 
Sly PEP+PVY 2 6,69 0,47 
Sly PEP+PVY 3 10,40 - 
Sly PEP+PVY 4 8,93 0,49 
Sly PEP+PVY 5 9,76 - 
Sly PEP+PVY 6 12,40 - 
Sly PEP+PVY 7 5,31 - 
Sly PEP+PVY 8 14,00 - 
Sly PEP+PVY 9 9,32 - 
Sly PEP+PVY 10 7,84 - 
Nbe M+M 1 1,11 - 
Nbe M+M 2 4,38 - 
Nbe M+M 3 5,37 - 
Nbe M+M 4 4,33 - 
Nbe M+M 5 19,20 2,37 
se nadaljuje 
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Nbe mix+M 1 8,32 - 
Nbe mix+M 2 4,22 - 
Nbe mix+M 3 7,14 0,29 
Nbe mix+M 4 5,13 - 
Nbe mix+M 5 1,62 - 
Nbe mix+M 6 5,40 - 
Nbe mix+M 7 7,58 - 
Nbe mix+M 8 0,44 0,03 
Nbe mix+M 9 2,20 - 
Nbe mix+M 10 1,62 - 
Nbe PVY+M 1 5,31 - 
Nbe PVY+M 2 3,58 - 
Nbe PVY+M 3 3,99 - 
Nbe PVY+M 4 2,00 - 
Nbe PVY+M 5 3,18 - 
Nbe PVY+M 6 19,10 - 
Nbe PVY+M 7 2,10 - 
Nbe PVY+M 8 12,30 - 
Nbe PVY+M 9 6,40 - 
Nbe PVY+M 10 - - 
Nbe M+PVY 1 5,96 - 
Nbe M+PVY 2 13,70 - 
Nbe M+PVY 3 4,59 0,11 
Nbe M+PVY 4 4,31 - 
Nbe M+PVY 5 2,94 - 
Nbe M+PVY 6 8,15 - 
Nbe M+PVY 7 6,68 - 
Nbe M+PVY 8 5,05 - 
Nbe M+PVY 9 4,79 0,18 
Nbe M+PVY 10 6,09 - 
Nbe PVY+PEP 1 9,42 - 
Nbe PVY+PEP 2 8,60 0,33 
Nbe PVY+PEP 3 4,39 - 
Nbe PVY+PEP 4 1,93 0,08 
Nbe PVY+PEP 5 17,20 0,70 
Nbe PVY+PEP 6 9,31 0,49 
Nbe PVY+PEP 7 2,20 - 
Nbe PVY+PEP 8 - - 






Nbe PEP+M 1 5,19 - 
Nbe PEP+M 2 4,06 0,25 
Nbe PEP+M 3 4,68 0,17 
Nbe PEP+M 4 5,49 0,29 
Nbe PEP+M 5 5,96 - 
Nbe PEP+M 6 5,41 - 
Nbe PEP+M 7 5,65 0,21 
Nbe PEP+M 8 4,50 - 
Nbe PEP+M 9 5,48 - 
Nbe PEP+M 10 2,40 - 
Nbe M+PEP 1 7,23 - 
Nbe M+PEP 2 11,90 0,50 
Nbe M+PEP 3 10,90 - 
Nbe M+PEP 4 10,50 - 
Nbe M+PEP 5 9,75 - 
Nbe M+PEP 6 8,44 - 
Nbe M+PEP 7 18,90 - 
Nbe M+PEP 8 20,80 - 
Nbe M+PEP 9 11,60 - 
Nbe M+PEP 10 12,50 0,47 
Nbe PEP+PVY 1 11,80 - 
Nbe PEP+PVY 2 11,90 - 
Nbe PEP+PVY 3 16,30 0,69 
Nbe PEP+PVY 4 16,80 - 
Nbe PEP+PVY 5 19,20 1,08 
Nbe PEP+PVY 6 14,60 - 
Nbe PEP+PVY 7 16,20 - 
Nbe PEP+PVY 8 20,60 - 
Nbe PEP+PVY 9 16,30 - 
Nbe PEP+PVY 10 15,20 - 
   
   
   
   
   
   
   
   
Nbe PVY+PEP 10 8,92 - 
   
nadaljevanje Priloge H 
Kogej Z. Vpliv mešanih okužb virusa Y krompirja in virusa mozaika pepina … v različnih gostiteljskih rastlinah. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
 
 
